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The autosomal dominant spinocerebellar ataxias (SCAs) are a group of clinically and 
genetically heterogenous neurodegenerative diseases, characterized by loss of balance and 
motor coordination by dysfunction of the cerebellum or in its afferent and efferent pathways. As 
a result of a degenerative process which is often not limited to the cerebellum, but is extended 
to the retina, the optic nerve, the brainstem, basal ganglia, cerebral cortex, spinal cord and 
peripheral nervous system, extra-cerebellar signs are often associated. To date, more than 24 
SCA genes or loci have been identified.  The investigations of the genetic background of the 
SCAs revealed several underlying mutational mechanisms: (i) classical mutations, such as point 
mutations, frameshift mutations, deletions and duplications; (ii) caused by the coding repeat 
expansions of CAG (glutamine-codon) triplets; and (iii) non-coding repeat expansions. The most 
prevalent SCA subtypes belong to the family of polyglutaminopathies, which also includes 
Huntington’s disease, a group of disorder caused by the coding repeat expansions of CAG in 
specific genes leading to abnormally long polyglutamine tracts in the encoded proteins.  All of 
these disorders are show as common features, the progressive neurodegeneration of neuronal 
subsets in distinct brain areas and the formation of polyQ-containin protein aggregates. 
Progressive neurodegeneration in polyQ disorders is mediated by mutant proteins capable of 
inducing neuronal damage and synaptic neurotransmission deficits by interfering with several 
conserved cellular and molecular pathways including protein aggregation and clearance, 
dysregulation of transcription and gene expression, the ubiquitin–proteasome system, 
alterations of calcium homeostasis, mitochondrial failure, excitotoxicity, oxidative stress and 
local inflammatory events and activation of pro-apoptotic routes among others. These pathways 
interact and enhance each other leading the accumulation of cellular damage that eventually 
leads to dysfunction and, ultimately, the demise of neurons through a series of multiple events. 
This evidence indicates that targeting simultaneously several pathways is necessary to 
therapeutically prevent neurodegeneration, preserve neuronal function and alleviate the 
neurological symptoms. However, currently the disease has no cure and also lacks of an effective 
treatment to alleviate major symptoms and, in particular, to modify disease progression. 
On this way, during the last decade, a considerable volume of work has accumulated 
robust preclinical evidence on the neuroprotective potential of compounds active at the 
endocannabinoid communicating system, called cannabinoids, a term that includes compounds 
present in Cannabis sativa L. plant (i,e: Δ 9-tetra-hydrocannabinol (Δ9-THC), the principal active 
component of cannabis) but also synthetic cannabimimetic drugs and certain endogenous 
signaling lipids. The endogenous cannabinoid system is a ubiquitous lipid signaling system 
which has important regulatory functions. It is composed of cannabinoid receptors, their 
endogenous ligands or endocannabinoids (endogenous cannabis-like substances) and the 
proteins involved in their synthesis and degradation, as well as proteins that regulate 
endocannabinoid levels and action at receptors. The main endocannabinoids (endogenous 
cannabis-like substances) are small molecules derived from arachidonic acid, the two most 
studied are anandamide (AEA, ‐arachidonoyl‐ethanolamine) and 2‐AG (2‐arachidonoyl‐glycerol). 
They bind to a at least two G protein-coupled receptors (GPCRs), known as the cannabinoid type 
1 and type 2 receptors (CB
1
 and CB2). Several evidence suggests that there are additional 
cannabinoid receptors that is, non-CB
1
 and non-CB
2
 receptors. Other putative cannabinoid 
    
  
receptors include the ionotropic receptor TRPV1 and some orphan G protein coupled receptors 
(i,e: GPR55, GPR119),  endocannabinoids are also potential ligands for peroxisome proliferator-
activated nuclear receptors or PPAR. Endocannabinoids, as other lipid signaling molecules, are 
released on demand via stimulus-dependent cleavage of membrane phospholipid precursors.  
Once they are activated specific cannabinoid receptors the endocannabinoids are transported 
into cells by a specific uptake system and degraded by two well-characterized enzymes, the fatty 
acid amide hydrolase (FAAH) and the monoacylglycerol lipase (MAGL).  
When cannabinoid receptors are activated by cannabinoids multiple intracellular signal 
transduction pathways are activated, agonist activation triggers inhibition of adenylyl cyclase 
and voltage-gated calcium channels, activation of potassium channels, mitogen activated protein 
kinase (MAPK), and phosphoinositide-3 kinase (PI3K)/Akt signaling pathways.CB
1
 and CB
2
 
receptors influence other signal transduction pathways as well. Recently, some studies have 
shown that certain GPCRs in a variety of different tissues can also form heteromers. For the 
cannabinoid receptors, heteromers have been shown to exist between CB
1
 and the dopamine and 
adenosine receptors as well as with angiotensin, opioid, and orexin receptors. Interesting CB
1
 
receptor is capable to form functional heteromers with another related cannabinoid receptors 
(for example CB
2
 and GPR55). Heteromerization of GPCRs is a key to the integration of 
extracellular signals and the subsequent cell response via additional mechanisms classically 
attributed to individual cannabinoid receptors.  
By activating cannabinoid receptors expressed in the central nervous system (CNS), 
endocannabinoids can regulate several neural functions. The CB
1
 receptor is present throughout 
the CNS and is particularly abundant in neurons and regulates the release of neurotransmitters. 
The CB
2
 receptor is found in CNS primary in glial cells, regulating their motility and 
immunomodulatory function, but also in some subpopulations of neurons.  
The endocannabinoid system has been proposed as an important modulator of synaptic 
function in the central nervous system, particularly the retrograde control of excitatory or 
inhibitory synapses, which enables this system to participate in the control of important 
neurobiological processes in healthy conditions. However, this physiological relevance acquires a 
maximal interest in neuropathological conditions affecting either the function or the structures 
of specific areas of the brain, conditions that have been associated with important changes in 
the activity of this modulatory system (i.e. ligands, receptors and enzymes). These alterations 
are frequently deficits but also increases, affect specific elements of this communicating system, 
have been found even in early and presymptomatic phases of these disorders, and have been 
characterized in experimental models and, to a lesser extent, in human subjects. They could play 
an instrumental role in the pathogenesis, presumably aggravating the neuronal injury, although, 
in some cases, these alterations have been interpreted as being part of an endogenous 
protectant response against brain damage.  
Cannabinoids have been proposed as promising neuroprotective molecules, based on 
their capability to normalize glutamate homeostasis, reducing excitotoxicity, to inhibit calcium 
influx, lowering intracellular levels and the subsequent activation of calcium-dependent 
destructive pathways, and to reduce the generation of reactive oxygen intermediates or to limit 
their toxicity, decreasing oxidative injury. Cannabinoids are also able to decrease local 
inflammatory events by acting on glial processes that regulate neuronal survival, among others. 
These properties of cannabinoid provide relevant targets for developing novel neuroprotective 
    
  
therapies. Through one or more of these processes, cannabinoids have provided neuroprotection 
in different animal models of neurodegenerative disorders including Parkinson’s disease and 
Huntington’s chorea, Both neurodegenerative disorders characterized for an important 
neurodegenerative component similar to that was observed in the SCAs. These properties 
provide cannabinoid targets relevant to the development of new neuroprotective therapies. 
 
In this context, the working  of this Thesis is that the endocannabinoid 
system and its possible deregulation in SCAs provides important elements for a greater 
understanding of the progression of these diseases as well as for the design of potential drug 
treatments associated with these changes. Whether cannabinoids may afford neuroprotection in 
SCAs as they did in preclinical models of other neurodegenerative disorders is not the only 
question requiring experimentation in this family of disorders. Before this, it is necessary to 
identify the type of changes that the development of cerebellar degeneration in the different 
SCAs produces in specific elements of the endocannabinoid signaling system. In this respect, to 
know the changes in endocannabinoid receptors is absolutely necessary as these elements are 
potential targets for a pharmacological action with cannabinoids in SCAs, and this should help 
in a better design of a potential therapy to arrest/delay the progression of cerebellar 
degeneration, as has been followed in other neurodegenerative disorders. 
 
In this context, the specific  of this project are: 
 
1. To study the status of the endogenous cannabinoid system in post mortem 
cerebellum tissue samples from patients affected by some type of SCAs. 
 
2. To identify the possible alterations that occur in the various elements of SCE in 
brain regions affect during the progress of the disease in an animal model of 
SCA3, the most prevalent subtype of SCA worldwide.  
 
 
            The obtained in this Thesis are divided in two Experimental Designs; the first 
one is related to studies in human samples from patients affected by some types of SCAs. The 
second one section is related to the studies of encocannabinoid system in a mouse model of 
SCA3. 
In the we tried to determine the presence of 
histopathological signs of dysfunction/degeneration by immunohistochemical methods in 
 samples of cerebellum of patients affected by different types of SCAs caused by poliQs. 
First, we analyzed the neuronal damage using two neuron markers, calbindin, a marker of 
Purkinje cells and neuron-specific enolase (NSE) a marker of several neurons in this case neurons 
of the dentate nucleus of the cerebellum. We also analyzed the glial response in the cerebellum 
of patients affected of SCA, we used two common markers for this type of cells: the microglial 
marker Iba-1, and the astroglial marker GFAP. We described that samples of cerebellum provided 
by the Biobank presented important losses of Purkinje cells, as well as of other cerebellar 
neuronal subpopulations, there was also a marked microgliosis and astrogliosis in the white 
    
  
matter and cerebellar cortex of SCA tissues as compared with healthy tissues.  These findings 
support the validity of our experimental approach and the use of these tissues to analyze the 
endocannabinod system in cerebellum affected by SCA.  
In the second part of this section, we studied the status of endocannabinoid system in 
the post mortem cerebellum of patients affected of SCAs. To achieve this goal, we analyzed by 
immunohistochemistry the two cannabinoid receptors, CB
1 
and CB
2,
 and the endocannabinoid 
degrading enzymes, FAAH and MAGL. To establish the cellular localization of those elements of 
the endocannabinoid system that appear altered in the cerebellum of patients we  conducted 
double-staining analyses with the markers explain before and for the macrophages/microglia 
marker CD68. We demonstrated that endocannabinoid system is significantly altered in the 
 cerebellum of SCA patients compared to controls subjects. We observed an increase in 
the immunoreactivity for the CB
1
 and CB2 receptor, and enzymes FAAH and MAGL in the 
cerebellum of patients that was evident in cerebellar cortex (granular and Purkinje layers) but 
also in other parts of the cerebellum (white matter and dentate nucleus). The double-staining 
experiments showed that CB
1
 receptors were localized in Purkinje cells and also in astrocytes, 
reactive microglia and macrophages of the cerebellar white matter. CB
2
 receptor was localized in 
Purkinje cells, Bergmann glia, astrocytes and microglia of the cerebellar white matter. The 
degrading enzymes, FAAH and MAGL were in Purkinje cells and also in astrocytes of the 
cerebellar white matter.  The identification of various elements of the endocannabinoid system 
in the Purkinje neurons, which are the main cells affected in SCAs, as well as in glial elements 
demonstrates that the endocannabinoid system is significantly altered in the cerebellum of SCA 
patients. The increase changes in endocannobinoid system in glial elements which may be part 
of an endogenous protective response and serve for developing novel pharmacological therapies 
based on targeting these receptors to control glial influences on cerebellar neurons. The 
identification of various elements of the endocannabinoid system in the Purkinje neurons, which 
are the main cells affected in SCAs, as well as the changes observed in these elements in SCA 
patients, suggest that alterations in this neuromodulatory system may be related to the 
pathogenesis of SCAs. This result supports the idea that the endocannabinoid system could be a 
potential therapeutic target for treating ataxias. 
In the of this Thesis, we investigated the progression 
of the disorder in a new model of SCA, in particular a model of SCA3, the most prevalent 
subtype of SCA worldwide. The first part of this design was to study the progression of the 
disorder and neurodegeneration in brain of these animals. For this purpose we did two 
approaches: (i) the first one was to characterize the progression of neurological deficits in these 
mice using different behavioral tests related to motor coordination (Rotarod, Hanging Wire, 
Balance beam, Clasping, Footprinting) and the metabolic activity in brain structures by Positron 
Emission Tomography. With these neurological data, we defined three different stages for this 
study: an early symptomatic stage (16 weeks old), an stable symptomatic stage (32 weeks) and 
an advanced stage (56 weeks); (ii) the second approach was to analyze the neuropathological 
signs of dysfunction or degeneration in brain regions affected in SCA3 at the three stage of the 
disorder (15, 31 and 56 weeks). For this purpose we conducted different histological methods 
using the metilene blue stain and immunohistochemistry for several markers: calbindin 
(Purkinje cells), Iba-1 (microglia), GFAP (astrocytes) and ubiquitin. We also analyzed by 
    
  
biochemical methods (western-blot, qRT-PCR) several markers related with the SCA3 pathology 
and common used to measure neurodegeneration: ataxin-3; calbindin; NSE; medium-sized spiny 
neuron marker, the major neuron subtype in striatum (DARPP32); glutamate transporters GLT-1 
and GLAST; cytokine TNF-α and IL1-β; and brain derived neural growth factor (BDNF). Our results 
suggest that this model of SCA3 combines behavioral disease phenotypes with molecular 
features of SCA3 (  intranuclear aggregates). Importantly our results demonstrated a discrete 
neuronal death and there was no evident gliosis with a relatively slow progression of the disease 
and a lifespan over 1 year. This suggests that the progressive motor phenotype observed in 
CMVMJD135 model is primary attributable to dysfunction of the brain regions affected in SCA3 
similar to observed in other models and patients.  Thus, this animal model may be a good model 
for studying the pathogenesis and responses to therapy of SCA3 and other polyQ disorders.  
In the second part of this section we studied the status of the endocannabinoid 
signaling system in the transgenic mouse model of SCA3, in particular we analyzed the levels of: 
endocannabinods (AEA and 2-AG) and related ligands: oleoylethanolamide (OEA), 
palmitoylethanolamide (PEA) and 2-oleoylglycerol (2-OG); the two cannabinoid receptors (CB
1 
and 
CB
2
); the endocannabinoid synthetic enzymes (NAPE-PLD and DAGL); and the degrading enzymes 
(FAAH and MAGL). We put special emphasis in the brain regions particularly affected in this 
subtype of SCA (cerebellum, brainstem and striatum). First, we measured the levels of 
endocannabinoids, and related -acylethanolamines and 2-acylglycerols, and we found 
reductions in anandamide and oleoylethanolamide in the brainstem in earlier stages of the 
disorder, but not in the others brain regions. These changes correlated with a parallel increase in 
the expression of the hydrolyzing enzyme FAAH which is also increase in striatum at advanced 
stage of the disorder. The other hydrolyzing (MAGL) and synthesizing enzymes (NAPE-PLD, 
DAGL) were not altered. Second, we measured the cannabinoid receptors in SCA3 mice and 
found an increase in CB
1
 receptors in the cerebellum and a decrease in the striatum in the later 
stages of disease with no changes in CB
2
 receptors. In cerebellum, the high immunoreactivity for 
the CB
1
 receptor was detected in terminals of basket cells suggesting the involvement of these 
changes in the motor symptoms observed in transgenic mice. Lastly, we investigated the 
possibility of changes in the formation of heteromers of cannabinoid receptors with other 
receptors.  We found CB
1
 receptors forming heteromers with CB
2
 and with adenosine A
2A
 
receptors in the cerebellar cortex (molecular and granular layers), in the pontine nucleus of the 
brainstem and in striatum of  animals but both, CB
1
-CB
2
 and CB
1
-A
2A
 receptor heteromers 
were strongly reduced in SCA3 mice from intermediate and advanced stage respectively.  These 
results may have a key role in the design of future pharmacological studies. 
Our results in SCA-3 mutant mice confirm a significant alteration in the 
endocannabinoid signaling system in the most important brain structures affected in this type 
of ataxia, suggesting that the endocannabinoid system could offer biomarkers for identification 
of disorder, and that a pharmacological manipulation addressed to correct the changes in the 
endocannabinoid signaling could be a promising option in SCA3, but also in other SCAs caused 
by the polyQ expansion. 
 
 
    
  
In summary, the  of this Thesis are: 
 
1- The endocannabinoid signaling system is significantly altered in the cerebellum of 
patients affected of SCAs caused by polyglutamine repeats. These changes observed 
shown the same type of response (an increase) in all cannabinoid elements analyzed (i.e. 
the CB
1
 and CB
2
 receptors and the FAAH  and MAGL enzymes). 
 
2- These increase in cannabinoids receptors and degrading enzyme observed can  be  
divided  into  two  specific  responses:  (I ) neurons degenerating in the cerebellum of 
SCA patients; (ii) glial cells in the cerebellum of SCA patients 
 
3- Endocannabinod system is altered during SCA3 progression in CMVMJD135 transgenic 
mice.  The changes observed appear in endogens ligands AEA and OEA, CB
1
 receptor and 
FAAH enzyme, which respond differently depending the brain structure and the stage of 
the disorder analyzed. 
 
4- The earlier changes observed in endocannabinoid system in brain of SCA3 mice appear 
in FAAH enzyme at cerebellum, and brainstem level from the presymptomatic stages of 
the disorder. In brainstem the increase in FAAH is coupled to a decrease in -
acylethanolamines AEA and OEA.  
 
5- The later changes observed in endocannabinoid system in brain of SCA3 mice appear in 
the cerebellum and affected at the CB
1
 receptor, Otherwise, the striatum od SCA3 mice 
at later stages of the disorder show a decrease in the FAAH enzyme   
 
6- Cannabinoid receptors form CB
1
-CB
2
 and CB
1
-A
2A
 heteromers in brain of  mice.  
 
7. The CB
1
-CB
2
 and CB
1
-A
2A
 heteromers decrease strongly in brain of SCA3 mice in the 
advanced stages of the disorder 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
    
  
 
Las ataxias espinocerebelosas autosómicas dominantes (SCAs) son un grupo de 
enfermedades neurodegenerativas clínica y genéticamente heterogéneas, que se caracterizan por 
la pérdida de equilibrio y la coordinación motora debido a la disfunción del cerebelo o de sus vías 
aferentes y eferentes. Como resultado de un proceso degenerativo que a menudo no se limita al 
cerebelo, sino que se extiende a la retina, el nervio óptico, el tronco cerebral, los ganglios basales, 
la corteza cerebral, la médula espinal y el sistema nervioso periférico, estas enfermedades 
presentan a menudo varios síntomas extra-cerebelosos. Hasta la fecha, se ha identificado el gen y 
la mutación causante de la enfermedad para 24tipos de SCA distintos.  
De acuerdo al tipo de mutación que se da en estas enfermedades, se pueden distinguir 
tres grandes grupos: (i) las SCAs causadas por mutaciones convencionales (como deleciones, 
mutaciones puntuales, duplicaciones o mutaciones con cambio de sentido, entre otras); (ii) las 
SCAs causadas por expansiones del trinucleótido citosina-adenina-guanina (CAG) en la región 
codificante del gen responsable de cada enfermedad;  y (iii)  las SCAs causadas por expansiones de 
repeticiones en regiones no codificantes.  De los tres tipos de mutaciones descritas,  las SCAs más 
comunes son las que pertenecen a la familia de las enfermedades poliglutaminopatías, que 
también incluye la enfermedad de Huntington, causada todas ellas por la expansiones de 
repetición CAG en genes específicos que dan lugar a proteínas con un tracto de poliglutamina 
anormalmente largo. Todas estas enfermedades presentan como característica  común, la 
neurodegeneración progresiva de ciertas subpoblaciones neuronales en diferentes áreas 
encefálicas y la formación de agregados de proteínas conteniendo fragmentos de poliglutaminas. 
La neurodegeneración progresiva que se observa en los trastornos polyQ está mediada por 
proteínas mutantes capaces de inducir daño neuronal y déficits en la neurotransmisión sináptica 
al interferir con varias procesos celulares y moleculares. Los procesos que se ven afectados son 
entre otros: la agregación de proteínas, el sistema ubiquitina-proteasoma, la desregulación de la 
transcripción y expresión génica, alteraciones de la homeostasis del calcio, insuficiencia 
mitocondrial, excitotoxicidad, estrés oxidativo, eventos inflamatorios locales y activación de las 
rutas de pro-apoptóticos. Estos mecanismos interactúan y se potencian mutuamente  produciendo 
la acumulación de daño celular que finalmente conduce a la disfunción y, en última instancia, a la 
muerte de las neuronas a través de múltiples eventos. Estas evidencias han llevado a sugerir que 
quizás sea necesario tratar simultáneamente distintas dianas moleculares para prevenir la 
neurodegeneración, conservar la función neuronal y aliviar así los síntomas neurológicos 
asociados a la enfermedad. Sin embargo, actualmente las SCAs no tienen cura y carecen de un 
tratamiento eficaz que alivien los síntomas y, en particular, que modifiquen la progresión de la 
enfermedad. 
En este sentido,  durante la última década se han acumulado bastantes evidencias 
preclínicas que ponen de manifiesto el carácter neuroprotector de compuestos activos sobre el 
sistema de comunicación endocannabinoide, llamados cannabinoides, un término que incluye a lo 
compuestos presentes en la planta . (por ejemplo el Δ9-tetra-hydrocannabinol o 
Δ9-THC, el principal componente activo del ), pero también hace referencia a sustancias 
    
  
sintéticas cannabimiméticas y ciertos lípidos endógenos de señalización. El sistema cannabinoide 
endógeno es un sistema de señalización lipídica que tiene importantes funciones reguladoras. Se 
compone de los receptores para cannabinoides,  sus ligandos endógenos (los endocannabinoides), 
las proteínas que intervienen en su síntesis y degradación, así como las proteínas que regulan los 
niveles de endocannabinoides y la acción de estos sobre los receptores.  
Los principales endocannabinoides  son pequeñas moléculas derivadas del ácido 
araquidónico, los dos más estudiados son la anandamida (AEA, N-araquidonoil-etanolamina) y 2-
AG (2-araquidonoil-glicerol). Estos ligandos se unen a  receptores acoplados a proteína G (GPCR), 
conocidos como los receptores cannabinoides tipo 1 y tipo 2 (CB
1 
y CB
2
). Varios estudios  han 
sugerido que los cannabinoides pueden actuar sobre otros receptores celulares, independientes de 
los receptores CB
1
 y CB
2
. De manera que existen  receptores de acción cannabinoide que incluyen 
al receptor ionotrópico TRPV1 y algunos receptores huérfanos acoplados a proteínas G (por 
ejemplo los receptores GPR55 y GPR119). Los endocanabinoides además pueden activar receptores 
nucleares como ciertos receptores PPAR (peroxisome proliferator activated receptor). Los 
endocannabinoides, como otras moléculas de señalización lipídicas, son liberados bajo demanda 
tras un estímulo. Una vez que se activan los receptores cannabinoides los endocannabinoides se 
transportan al interior de las células mediante un sistema de captación específica y son 
degradados por dos enzimas bien caracterizadas, la amidohidrolasa de ácidos grasos (FAAH) y la 
monoacilglicerolipasa(MAGL).Los cannabinoides a través de los receptores cannabinoides activan 
múltiples vías de transducción de señales intracelulares. La activación con un agonista de los 
receptores cannabinoides produce la inhibición de la adenilato ciclasa y los canales de calcio 
dependientes del voltaje, la activación de los canales de potasio,  la activación de la proteína 
quinasa activada por mitógenos (MAPK), y la activación de la vía de señalización mediada por la 
proteína PI3K /Akt. Los receptores CB
1
 y CB
2 
pueden influir  además en otras vías de transducción 
de señales.  En los últimos años varios estudios han demostrado que ciertos GPCRs pueden formar 
heterómeros. Para los receptores de cannabinoides se ha demostrado la existencia de heterómeros 
entre el receptor CB
1
 y los receptores de dopamina, de adenosina, o los receptores opioides, entre 
otros. Es interesante destacar que el receptor CB
1
 es capaz de formar además heterómeros 
funcionales con otros receptores relacionados con el sistema endocannabinoide (por ejemplo los 
receptores CB
2
 y GPR55). La heteromerización de los receptores GPCRs es clave para la integración 
de señales extracelulares y en la generación de respuestas de la célula a través de mecanismos 
adicionales a los clásicamente atribuidos a los receptores cannabinoides individuales.  
Mediante la activación de los receptores cannabinoides presentes en el sistema nervioso 
central (SNC) los endocannabinoides pueden regular varias funciones neuronales. El receptor CB
1
 
está presente en todo el SNC y es particularmente abundante en las neuronas donde regulan la 
liberación de neurotransmisores. El receptor CB
2
 se encuentra en el SNC de forma principal en las 
células gliales, regulando su motilidad y función inmunomoduladora, pero también en algunas 
subpoblaciones de neuronas. El sistema endocannabinoide se ha propuesto como un importante 
modulador de la función sináptica en el SNC, principalmente debido al control retrógrado de las 
sinapsis excitatorias e inhibitorias, que permite a este sistema participar en el control de 
importantes procesos neurobiológicos en condiciones saludables. Sin embargo, esta relevancia 
fisiológica adquiere un mayor interés en condiciones neuropatológicas que afectan ya sea  a la 
función o a las estructuras de  áreas específicas del cerebro. Estas condiciones patológicas   se han 
asociado con importantes cambios en la actividad de este sistema modulador (es decir, ligandos, 
    
  
receptores, enzimas del SCE). Estas alteraciones son frecuentemente déficits pero también se han 
visto incrementos y afectan a elementos específicos de este sistema de comunicación. Se han 
encontrado incluso en fases tempranas y presintomáticas de estos trastornos, y se han 
caracterizado en modelos experimentales y, en menor medida, en sujetos humanos. Estos cambios 
en elementos clave de la señalización cannabinoide podrían desempeñar un papel fundamental en 
la patogénesis, presumiblemente al agravar la lesión neuronal, aunque, en algunos casos, estas 
alteraciones se han interpretado como parte de una respuesta protectora endógena contra el daño 
cerebral.  
Los cannabinoides han sido propuestos como moléculas neuroprotectoras muy 
prometedoras en base a  la capacidad de estos compuestos de: (i) regular los niveles del 
glutamato; (ii) reducir los fenómenos de excitotoxicidad; (iii) reducir los niveles intracelulares de 
calcio y la posterior activación de las vías destructivas dependientes de calcio; (iv) reducir la 
generación de intermediarios reactivos de oxígeno limitando su toxicidad; (v) disminuir los 
acontecimientos inflamatorios locales actuando sobre los procesos gliales; y (vi) los cannabinoides 
también son capaces de actuar a nivel de la supervivencia neuronal mediante la regulación de la 
producción de factores tróficos, entre otros. A través de uno o más de estos procesos, los 
cannabinoides han proporcionado evidencias neuroprotectoras en varios modelos animales de  
diferentes trastornos neurodegenerativos como la enfermedad de Parkinson y la corea de 
Huntington. Ambos trastornos con un importante componente neurodegenerativo similar al que 
se ha observado en las SCAs. Estas propiedades de los cannabinoides proporcionan dianas para el 
desarrollo de nuevas terapias neuroprotectoras. 
 
En este contexto, la principal  de trabajo de esta Tesis es que el sistema 
endocannabinoide y su posible desregulación en las SCAs proporciona elementos importantes 
para una mayor comprensión de la progresión de estas enfermedades, así como para el diseño de 
potenciales tratamientos farmacológicos asociados a estos cambios. Que los cannabinoides 
puedan inducir  neuroprotección en las SCAs, como lo han hecho en varios modelos preclínicos de 
otras enfermedades neurodegenerativas, no es la única cuestión que requiere de experimentación 
en estas enfermedades. Antes de esto, es necesario identificar el tipo de cambios que el desarrollo 
de la degeneración cerebelosa en las SCAs produce en elementos específicos del sistema de 
señalización endocannabinoide. En este sentido, conocer los cambios en elementos de este sistema 
de señalización, como los receptores cannabinoides, sus ligandos o las proteínas responsables de 
regular su disponibilidad, es absolutamente necesario, ya que estos elementos son objetivos 
potenciales para una acción farmacológica con cannabinoides en las SCAs, y esto debería ayudar a 
un mejor diseño de una potencial terapia para detener y/o retrasar la progresión de la 
degeneración cerebelosa, como se ha seguido en otros trastornos neurodegenerativos. 
 
En este contexto, los  específicos de esta Tesis Doctoral son: 
1. Estudiar el estado del sistema cannabinoide endógeno en muestras  de 
cerebelo de pacientes afectados por algún tipo de SCA. 
 
    
  
2. Identificar las posibles alteraciones que ocurren en los diversos elementos de SCE en las 
regiones cerebrales afectadas durante el progreso de la enfermedad en un modelo animal 
de la SCA3, la forma más prevalente de SCA en todo el mundo.  
 
Los  obtenidos en esta tesis se han abordado a lo largo de dos diseños 
experimentales, el primero de ellos  relacionado con los estudios en muestras humanas de 
pacientes afectados por algún tipo de SCA, el segundo de ellos con los estudios del sistema 
encocannabinoide en un modelo de ratón de SCA3. 
En la primera parte del  I hemos determinado mediante métodos 
inmunohistoquímicos la presencia de signos histopatológicos de disfunción / degeneración en las 
muestras  de cerebelo de pacientes afectados por diferentes tipos de SCA 
poliglutamínicas. En primer lugar, se analiza el daño neuronal utilizando dos marcadores 
neuronales, calbindina, un marcador de células de Purkinje y enolasa neuronal específica (NSE) un 
marcador de varias neuronas, en este caso, de las neuronas del núcleo dentado del cerebelo. 
También se analiza la respuesta glial en el cerebelo de los pacientes afectados de SCA, mediante el 
uso de dos marcadores comunes para este tipo de células: el marcador microglial Iba-1, y GFAP, 
marcador de astrocitos. Hemos descrito que las muestras de cerebelo proporcionadas por un 
Biobanco presentan pérdidas importantes de las células de Purkinje, así como de otras 
subpoblaciones neuronales del cerebelo, también se  ha observado una marcada microgliosis y 
astrogliosis en la sustancia blanca y la corteza cerebelosa de los tejidos SCA en comparación con 
los tejidos sanos. Estos hallazgos apoyan la validez de nuestro enfoque experimental y el uso de 
estos tejidos para analizar el sistema endocannabinode en el cerebelo afectado por SCA. 
En la segunda parte de este diseño experimental, hemos estudiado el estado del sistema 
endocannabinoide en el cerebelo  de pacientes afectados por algún tipo de SCA. Para 
lograr este objetivo, se llevan a cabo  experimentos de inmunohistoquímica mediante los que se 
analiza el patrón de distribución de los dos receptores cannabinoides, CB
1
 y CB
2
, y de las enzimas 
de  degradación de endocannabinoides, FAAH y MAGL. Para establecer la localización celular de 
los elementos del sistema endocannabinoide que aparecen alterados en el cerebelo de los 
pacientes de SCA realizamos técnicas de doble marcaje utilizando los marcadores celulares 
específicos  anteriormente mencionados, así como el marcador de macrófagos/microglía, CD68. 
Hemos demostrado que el sistema endocannabinoide se altera significativamente en el 
cerebelo  de pacientes de SCA en comparación con sujetos control. Se observa un 
aumento en la inmunorreactividad para el receptor CB
1
 y CB
2
, y para las enzimas FAAH y MAGL en 
el cerebelo de los pacientes de SCA que se hace  evidente en la corteza cerebelosa (capa granular y 
capa de células de Purkinje), pero también en otras partes del cerebelo (materia blanca y núcleo 
dentado). Los experimentos de doble inmunofluorescencia  muestran que el incremento de los 
receptores CB
1
 se localiza en las células de Purkinje, también en astrocitos, microglía reactiva y 
macrófagos de la sustancia blanca cerebelosa. El receptor CB
2
 se localiza en las células de Purkinje, 
glía de Bergmann, astrocitos y microglía de la sustancia blanca cerebelosa. Las enzimas de 
degradación FAAH y MAGL se localiza  en las células de Purkinje y también en astrocitos de la 
sustancia blanca del cerebelo. La identificación de los diversos elementos del sistema 
endocannabinoide en las neuronas de Purkinje, que son las principales células afectadas en SCAs, 
así como en elementos gliales demuestra que el sistema endocannabinoide se altera 
    
  
significativamente en el cerebelo de los pacientes SCA. Los cambios observados en el sistema 
endocannobinoide en las células gliales sugieren ser parte de una respuesta protectora endógena y 
pueden servir para el desarrollo de nuevas terapias farmacológicas basadas en la activación de 
estos receptores cannabinoides con el objetivo de controlar la influencia glial en las neuronas del 
cerebelo. La identificación de varios elementos del sistema endocannabinoide en las neuronas de 
Purkinje, que son las principales células afectadas en SCAs, así como los cambios observados en 
estos elementos en los tejidos de pacientes de SCA, sugieren que las alteraciones en este sistema 
neuromodulador pueden estar relacionados con la patogénesis de la SCA. Este resultado apoya la 
idea de que el sistema endocannabinoide podría ser una posible diana terapéutica para el 
tratamiento de las SCAs.  
En el , se determina la progresión de la enfermedad en un 
nuevo modelo de SCA, en particular, se utiliza un modelo de SCA3, el subtipo más frecuente de 
SCA en todo el mundo. 
Para estos estudios se hicieron dos tipos de aproximaciones experimentales: (i) la primera 
aproximación fue caracterizar la progresión de los déficits neurológicos en estos ratones 
utilizando diferentes pruebas de comportamiento relacionados con la coordinación motora 
(Rotarod, , Barra de equilibrio,  y test de la huella) y se analiza también las 
alteraciones en la actividad metabólica cerebral mediante la técnica de imagen de Tomografía por 
Emisión de Positrones. Con estos datos neurológicos, definimos tres etapas diferentes para la 
progresión de la enfermedad: una etapa sintomática temprana  (16 semanas de edad), una fase 
sintomática estable (32 semanas) y una etapa avanzada (56 semanas); (ii) el segundo enfoque  
experimental consiste en analizar los signos neuropatológicos de la disfunción o la degeneración 
en las regiones cerebrales afectadas en SCA3 en las tres etapas de la enfermedad (15, 31 y 56 
semanas). Para este propósito se realizan diferentes métodos histológicos utilizando tanto la 
tinción de azul de metileno como la  inmunohistoquímica para varios marcadores: calbindina 
(células de Purkinje), Iba-1 (microglía), GFAP (astrocitos) y ubiquitina. También se analizan por 
métodos bioquímicos ( , qRT-PCR) varios marcadores relacionados con la patogenia de 
la SCA3 y comúnmente utilizados para evaluar el grado de  neurodegeneración: ataxina-3; 
calbindina; NSE; marcador de neuronas de proyección estriatal, el principal subtipo de neuronas 
en el cuerpo estriado (DARPP32); transportadores de glutamato GLT-1 y GLAST; citoquinas TNF-α y 
β-IL1; y el factor de crecimiento derivado de cerebro (BDNF).  
Nuestros resultados sugieren que este modelo de SCA3 combina características 
fenotípicas  y moleculares de la SCA3. Es importante destacar que nuestros resultados demostran 
una  gliosis  y una muerte neuronal discretas acompañadas de una progresión relativamente lenta 
de la enfermedad y una vida útil de estos animales de más de 1 año. Esto sugiere que el fenotipo 
motor progresivo observado en el modelo CMVMJD135 es primariamente atribuible a la disfunción 
de las regiones cerebrales afectadas en SCA3 sin presentar un importante componente 
inflamatorio. Por lo tanto, este modelo animal presenta muchas características fenotípicas y 
patológicos de la SCA3. Sugiriendo que es un buen modelo para el estudio de la patogénesis y de 
la respuesta a terapias en la SCA3, así como otros trastornos polyQ. 
En la segunda parte de este diseño experimental se estudia el estado  del sistema de 
señalización endocannabinoide en un modelo de ratón transgénico de SCA3, en particular, se 
analizan los niveles de: (i) endocannabinoides (AEA y 2-AG) y ligandos relacionados: 
    
  
oleoiletanolamida (OEA), palmitoiletanolamida (PEA) y 2-oleoylglycerol (2-OG); (ii ) receptores 
cannabinoides (CB1 y CB2); (iii) enzimas des síntesis de endocannabinoides (NAPE-PLD y DAGL); y 
(iii) enzimas de degradación de endocannabinoides (FAAH y MAGL) .El estudio es principalmente 
en aquellas regiones del cerebro especialmente afectadas en este subtipo de SCA (cerebelo, tronco 
cerebral y estriado). En primer lugar, medimos los niveles de endocannabinoides, y N-
aciletanolaminas relacionadas y 2-acilgliceroles, y encontramos una reducción en los niveles de 
AEA y OEA en el tronco encefálico de los ratones transgénicos en comparación con los en 
las fases temprana e intermedia de la enfermedad, pero no se observan cambios en estos ligandos 
en las demás regiones del encéfalo estudiadas a ninguna de las edades analizadas. Estos cambios 
en los niveles de los ligandos cannabinoides en el tronco encefálico están en consonancia con el 
aumento en la expresión de la enzima FAAH que observamos en esta estructura y a esa edad. En 
contraste, en la fase más avanzada de la enfermedad se observa un incremento de la enzima FAAH 
en el cuerpo estriado de los tejidos de SCA al comparar con los controles.  El otro enzima de 
degradación estudiada (la enzima MAGL),  y las enzimas de síntesis que sintetizan 
endocannabinoides (NAPE-PLD, DAGL) no se ven alteradas. En segundo lugar, el análisis de los  
receptores cannabinoides en los ratones SCA-3 mustra un aumento de los niveles del receptor CB
1
 
en el cerebelo y una disminución de dicho receptor en el estriado en las etapas tardías de la 
enfermedad y sin cambios aparentes en los niveles del receptor CB
2
. En el cerebelo, el incremento 
de inmunoreactividad para el receptor CB
1
 se localiza en las terminales de las células en  cesto 
sugiriendo la participación de estos cambios en los síntomas motores observados en los ratones 
transgénicos.  
Por último, se determinan los posibles cambios que se dan en la formación de 
heterómeros de los receptores cannabinoides con otros receptores de tipo GPCR. En particular, 
hemos encontrado que los receptores CB
1
 forman heterómeros con los receptores CB
2
 y con los 
receptores de adenosina A
2A
 en la corteza cerebelosa (capas moleculares y granulares), en el núcleo 
pontino del tronco encefálico y en el cuerpo estriado de los animales , pero ambos 
heterómeros, CB
1
-CB
2
 y CB
1
-A
2A
, se encuentran altamente reducidos en el cerebro de los ratones 
SCA3 en la fase intermedia y avanzada, respectivamente. Estos resultados pueden tener una 
influencia importante en el diseño de futuro estudios farmacológicos.  
Nuestros estudios en los ratones transgénicos SCA3 confirman una alteración significativa 
en el sistema de señalización endocannabinoide en las estructuras encefálicas más importantes 
afectadas en este tipo de ataxia, lo que sugiere que la manipulación farmacológica dirigida a 
corregir los cambios en la señalización endocannabinoide podría ser una opción prometedora en 
la SCA3, así como en otras SCAs causados por la expansión polyQ. 
 
En resumen, las conclusiones de esta tesis son: 
 
1. El sistema de señalización endocannabinoide se altera significativamente en el cerebelo de 
los pacientes afectados por algún tipo de SCA causada por repeticiones poliglutaminas. 
Los cambios observados muestran el mismo tipo de respuesta (aumento) en todos los 
elementos cannabinoides analizados (es decir, los receptores CB
1
 y CB
2
 y las enzimas 
FAAH y MAGL). 
    
  
 
2. Este aumento en la expresión de los receptores para cannabinoides y de las enzimas de 
degradación de endocannabinoides se puede dividir en dos respuestas específicas: (i) las 
neuronas que degeneran en el cerebelo de los pacientes de SCA, (ii)  en células gliales del 
cerebelo de los pacientes SCA. 
 
3. El sistema endocannabinoide se ve alterado durante la progresión de la SCA3 en los 
ratones transgénicos CMVMJD135. Los cambios observados aparecen en las -
aciletanolaminas AEA y OEA, y sobre todo, en el receptor CB
1
 y la enzima FAAH, unos 
cambios que se presentan de forma diferencial dependiendo de la estructura del cerebro y 
la etapa de la enfermedad analizada. 
 
4. Los cambios tempranos observados en el sistema endocannabinoide en el cerebro de los 
ratones SCA3 aparecen en la enzima FAAH en cerebelo, tronco cerebral y a nivel de las 
etapas tempranas de la enfermedad. En el tronco cerebral, el incremento de la enzima 
FAAH se acopla a una disminución en las -aciletanolaminas AEA y OEA. 
 
5. Los cambios tardíos observados en el sistema endocannabinoide en el cerebro de los 
ratones SCA3 afectan al receptor CB
1
, el cual aparece incrementado en el cerebelo. En el 
estriado,  en las etapas avanzadas de la enfermedad, se observa por el contrario un 
descenso de inmunorreactividad para el receptor CB
1.
 En esta estructura (el estriado) y a 
esta edad se observa en cambio un aumento en los niveles de la enzima FAAH.  
 
6. Los receptores cannabinoides CB
1
 forman heterómeros CB
1
-CB
2
 y CB
1
-A
2A
 en el cerebro de 
los ratones  
 
7. La formación de heterómeros CB
1
- CB
2
 y CB
1
-A
2A 
disminuyen de manera drástica en el 
cerebro de ratones SCA3 en las etapas avanzadas de la enfermedad 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
    
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
   
  
 
 
Las ataxias cerebelosas son un grupo heterogéneo de enfermedades neurodegenerativas  
que presentan como característica principal la ataxia. Ataxia es un término griego que significa 
“falta de orden” y en clínica hace referencia a un trastorno de la coordinación de los movimientos 
que se manifiesta como una falta de equilibrio (principalmente al caminar), descoordinación de las 
extremidades superiores y deterioro en el control de otros movimientos voluntarios como son los 
movimientos oculares o los movimientos de los músculos que intervienen en el habla (Seidel et al., 
2012). 
La ataxia aparece como síntoma en multitud de enfermedades distintas y generalmente se 
produce debido a un mal funcionamiento  del cerebelo (Seidel et al., 2012).  En el caso de las 
ataxias cerebelosas, la ataxia es consecuencia de una lesión específica en el cerebelo y en sus vías 
aferentes y eferentes. Según su etiología las ataxias cerebelosas se pueden clasificar en 
hereditarias o adquiridas (causas vasculares, expansivas, traumáticas, infecciosas, tóxicas, 
metabólicas, etc). Las ataxias hereditarias son las más comunes y por lo tanto las más estudiadas, 
dentro de este grupo se pueden encontrar las ataxias autosómicas dominantes,  las ataxias 
autosómicas recesivas y las ataxias ligadas al cromosoma X (Seidel et al., 2012).  En la presente 
tesis doctoral nos hemos interesado en un tipo de ataxias autosómicas dominantes, las ataxias 
espinocerebelosas. 
 
 
 
Las ataxias espinocerebelosas son  un grupo heterogéneo de trastornos neurológicos de 
herencia autosómica dominante e inicio tardío que, por su prevalencia, se engloban dentro del 
grupo de las llamadas enfermedades raras.  Aunque la ataxia es el signo clínico característico, son 
pocas las ataxias espinocerebelosas que presentan un síndrome cerebeloso casi puro, 
observándose en la mayoría de los casos la afectación de otras áreas como el tronco, la médula 
espinal, el hipotálamo, el tálamo, los ganglios basales, la corteza cerebral, el sistema nervioso 
periférico o la retina (Seidel et al., 2012). Esta múltiple afectación se traduce en la presencia de 
características clínicas muy variables. Así, los pacientes, además de ataxia progresiva pueden 
presentar un gran número de síntomas adicionales como pérdida de masa muscular, trastornos 
oculares, síntomas extrapiramidales, alteración en la articulación de las palabras (disartria), 
dificultad para tragar (disfagia) y respirar, además de alteraciones psiquiátricas y cognitivas como 
depresión y demencia (Manto, 2005; Marmolino y Manto, 2010).  
Debido a la heterogeneidad fenotípica que existe, estas enfermedades han sido 
históricamente difíciles de clasificar. Inicialmente se clasificaron de acuerdo a los hallazgos 
histopatológicos en tres grupos: (1) la atrofia de afectación predominantemente cerebelosa, (2) la 
atrofia de afectación predominantemente espinal y (3) la atrofia de afectación espino-cerebelosa 
  
   
  
(Greenfield, 1954). Posteriormente, Harding propuso una clasificación de estas enfermedades en 
base a sus características clínicas (Harding, 1983, 1993). Esta clasificación se utiliza ampliamente 
en la práctica clínica y clasifica a las ataxias cerebelosas autosómicas dominantes (ADCA, del 
inglés ) en tres categorías: ADCA tipo I, que consiste en un 
síndrome cerebeloso acompañado de forma variable por otras disfunciones del sistema nervioso;  
ADCA tipo II, caracterizada por un síndrome cerebeloso acompañado de retinopatía pigmentaria y 
ADCA tipo III, que es un síndrome cerebeloso puro. Aunque esta clasificación aún se utiliza en la 
práctica clínica, actualmente, la clasificación más aceptada por la comunidad científica está 
basada en el análisis genético-molecular  (Matilla-Dueñas et al., 2014).  En esta clasificación cada 
tipo diferente de enfermedad se nombra con la abreviación SCA (del inglés )  
seguida del número arábigo correspondiente al número de locus descrito para cada tipo. 
En la actualidad se conocen 38 tipos de SCA distintas,  aunque sólo en 24 de ellas se ha 
identificado el gen y la mutación causante de la enfermedad (Tabla 4) (Matilla-Dueñas et al., 2014). 
De acuerdo al tipo de mutación que se da en estas enfermedades, se pueden distinguir tres 
grandes grupos: (i) las SCAs causadas por expansiones del trinucleótido citosina-adenina-guanina 
(CAG) en la región codificante del gen responsable de cada enfermedad; (ii) las SCAs causadas por 
expansiones de repeticiones en regiones no codificantes y (iii)  las SCAs causadas por mutaciones 
convencionales (como deleciones, mutaciones puntuales, duplicaciones o mutaciones con cambio 
de sentido, entre otras). De los tres tipos de mutaciones descritas,  la expansión del triplete CAG 
es la más común.  La presencia de esta mutación en la secuencia de ciertos genes se traduce en la 
expresión de proteínas con un dominio  de repeticiones de glutamina en el extremo -terminal. 
Esta cadena anormal de poliglutamina (poliQ) confiere propiedades tóxicas a la proteína 
respectiva, causando como efecto final la muerte celular de poblaciones neuronales específicas. 
Aquellas que resultan ser más sensibles a la mutación por causas en muchos casos aún 
desconocidas (Matilla-Dueñas et al., 2014).  
La progresión de las enfermedades causadas por la repetición de glutaminas se diferencia 
claramente del resto de SCAs. En el caso de las enfermedades de poliQ se observa un cuadro 
clínico más severo e incapacitante que contrasta con un curso lentamente progresivo, a pesar de 
un inicio más temprano, y una mejor calidad de vida de las SCAs que son causadas por otro tipo 
de mutaciones (Durr, 2010). Las SCAs causadas por la presencia de poliQ, además de ser las 
formas más graves y prevalentes de SCA,  presentan varios rasgos histopatológicos y 
fisiopatológicos comunes entre ellas pero también  con otras enfermedades neurodegenerativas. 
Entre los mecanismos comunes en estas patologías destacan la progresiva atrofia y muerte 
selectiva de determinadas poblaciones neuronales a la que contribuyen procesos de 
excitotoxicidad, estrés oxidativo  o inflamación, entre otros (Matilla-Dueñas et al., 2010). En los 
siguientes puntos de esta tesis doctoral cuando utilicemos el término de SCAs nos referimos a las 
causadas por la mutación que concurre con la aparición de  poliQ. 
 
 
 
 
 
 
 
 
    
  
 
 
    
    
  
    
    
 
 
 
 
 
 
 
 
  
   
  
 
 
Existen siete subtipos de ataxias espinocerebelosas, incluidas las SCAs 1, 2, 3, 6, 7, 17 y la 
Atrofia Dentado-Rubro-Pálido Luysiana (DRPLA), que están causadas por la presencia de 
fragmentos anormalmente largos de poliQ en ciertas proteínas, llamadas en su mayoría ataxinas 
(Zoghbi y Orr, 2000). Estas enfermedades, junto con la enfermedad de Huntington, constituyen el 
grupo de las llamadas enfermedades poliglutamínicas. 
Las funciones de las  proteínas que sufren estas mutaciones en las SCAs son muy 
variadas: las hay que participan en el metabolismo del ARN, otras constituyen canales iónicos o se 
unen al ADN, etc ( Tabla ) (Matilla-Dueñas et al., 2014). Aunque no se conoce el mecanismo 
concreto por el cual las repeticiones de poliQ causan la enfermedad, se ha postulado que, 
posiblemente, la mutación altere la función normal de la proteína,  genere inclusiones que causan 
desregulación transcripcional,  produzca trastornos del metabolismo celular y/o interfiera en 
otras funciones celulares, causando una cadena de acontecimientos que en último lugar producen 
la muerte neuronal (Matilla-Dueñas et al., 2010, 2014). 
 
En las SCAs causadas por la expansión del triplete CAG, existe una relación directa entre 
el número de repeticiones y la severidad e  inicio de la enfermedad, como pasa en el caso de la 
enfermedad de Huntington que es la principal enfermedad poliglutamínica.  Por lo general, por 
encima de 40 repeticiones CAG,  la proteína mutada causará la enfermedad (Tabla 2), y a mayor 
número de repeticiones mayor severidad, variabilidad y anticipación de los síntomas.  Los 
primeros síntomas asociados a la enfermedad normalmente aparecen entre los 30 y 40 años, 
aunque también se han detectado algunas formas con inicio temprano, en la niñez, y con inicio 
tardío, por encima de los 60 años (Craig et al., 2004).  
Las SCAs son consideradas enfermedades raras presentando una prevalencia entre 0.2 y 
0.3 casos por cada 100.000 individuos. Esta prevalencia es variable y depende de factores 
geográficos, étnicos y del llamado efecto  fundador. A  nivel mundial, la ataxia espinocerebelosa 
de tipo 3, también conocida como enfermedad de Machado-Joseph (MJD: del inglés 
), es la SCA más frecuente en la mayoría de poblaciones (Schöls et al., 2004). 
    
  
 
 
Aunque existen algunas diferencias entre los distintos tipos de SCAs, en general, estas 
enfermedades comienzan con trastornos en la marcha que en ocasiones se acompaña de 
dificultades leves en el habla, movimientos sacádicos irregulares  y disfagia.  A medida que la 
enfermedad avanza, los problemas oculomotores se hacen más evidentes. La ataxia y disartria se 
van haciendo progresivamente más severas y se observan síntomas de disfunción cerebelar como 
la hiperreflexia, pérdida de tono muscular (hipotonía) y la dismetría o ejecución de los 
movimientos sin medida en el tiempo ni en el espacio.  En las fases avanzadas de la enfermedad 
se observa atrofia muscular y rigidez (bradiquinesia), falta de reflejos en los tendones, distonía 
(contracciones sostenidas de músculos en una o más partes del cuerpo) y corea (temblores 
involuntarios). También en las fases finales se puede producir pérdida cognitiva y frecuentemente 
se da una fuerte disfunción bulbar, que conlleva una disfagia severa. Los pacientes fallecen 
normalmente por complicaciones secundarias como por ejemplo fallo respiratorio, infecciones o 
infarto (Jacobi et al., 2013; Matilla-Dueñas, 2012; Rüb et al., 2013). 
 
 
 
Desde un punto de vista neuropatológico, en general, las SCAs causadas por una 
expansión de poliQ  están caracterizadas por la atrofia del cerebelo, tronco encefálico y medula 
espinal. Además, se ha visto que pueden verse afectadas otras regiones cerebrales como ganglios 
basales, tálamo y ocasionalmente la corteza cerebral. En el caso de la SCA7 se observa también  
alteraciones en la retina (Döhlinger et al., 2008; Seidel et al., 2012; Taroni and DiDonato, 2004). En 
la Figura 1 se muestra un esquema de las principales regiones afectadas en cada una de las SCAs. 
Microscópicamente,  en estas enfermedades  la principal característica del proceso 
neurodegenerativo es la pérdida neuronal que afecta a los circuitos en los que participan la 
corteza cerebelosa,  los núcleos profundos y núcleos del tronco cerebral (Figura 1).  La  pérdida 
neuronal  es selectiva y en el cerebelo afecta principalmente a las células de Purkinje y a las 
neuronas del núcleo dentado. Esta pérdida neuronal se acompaña de lesiones características como 
las formaciones en forma de torpedo (torpedos axonales) o cestas vacías (conocidas como 
).  En el tronco cerebral los núcleos que resultan afectados son principalmente la oliva 
inferior y el núcleo pontino.  La interrupción de los circuitos cerebelosos contribuye de manera 
fundamental en la aparición de los síntomas asociados a estas enfermedades como son los 
desórdenes en la ejecución de movimientos precisos, equilibrio, o aprendizaje motor (Koeppen, 
2005; Manto, 2005). 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
   
  
 
 
 
 
 
 
En las SCAs también aparece una pérdida de fibras nerviosas sobre todo en los cordones 
posteriores y posterolaterales medulares y en la sustancia blanca cerebelosa (Koeppen, 2005). Por 
último, en estas enfermedades se observa gliosis, en mayor o menor grado, en las zonas 
lesionadas (Rüb et al., 2013). La aparición de  procesos de gliosis indica que durante el progreso de 
la enfermedad y, seguramente de forma paralela a la pérdida neuronal, tienen lugar procesos 
inflamatorios que posiblemente contribuyen al proceso degenerativo.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
   
  
  
   
  
 
 
 
 
 
 
   
  
 
 
No se conoce bien el proceso por el que la mutación origina la muerte de las neuronas en 
las enfermedades poliglutamínicas, aunque existe cierto consenso en cuanto a que deben ser 
varios los mecanismos celulares y moleculares implicados. Se ha postulado que los procesos que 
llevan a la degeneración de las neuronas dependen tanto de la función de la proteína normal como 
de la vulnerabilidad celular a la mutación (Carlson et al., 2009). Sin embargo, varios estudios han 
demostrado la presencia de una serie de mecanismos comunes a todas estas enfermedades.  Estos 
mecanismos actuarían cooperativamente generando en la célula una disfunción sináptica, que 
conduciría a la degeneración y posterior muerte de tipos neuronales específicos (Carlson et al., 
2009; Matilla-Dueñas et al., 2010, 2014). En la Figura 2 se muestra un esquema de los principales 
mecanismos moleculares implicados en la patogénesis de las SCAs.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
   
  
Entre los mecanismos de neurodegeneración en las SCAs se incluyen:  
 
o  
 
La expansión de poliQ impide el plegamiento normal de la proteína lo que va asociado a 
alteraciones en las interacciones proteína-proteína que pueden conducir a una desregulación 
en su función.  En estas condiciones la mutación puede producir tanto una pérdida de la 
función normal de la proteína como  una ganancia de dicha  función  que resulta ser tóxica 
para la célula. Por otro lado,  el plegamiento anormal de la proteína mutada también produce 
fallos en la degradación proteica a través del sistema ubiquitina proteasoma, las proteínas 
mutadas libres en el citoplasma son entonces susceptibles de ser degradadas parcialmente por 
varias proteasas dando lugar a la generación de fragmentos tóxicos (Gatchel y Zoghbi, 2005; 
Matilla-Dueñas et al., 2014; Perez et al., 1999). 
 
o  
 
Las proteínas con expansiones de poliQ,  así como  los fragmentos procedentes de la 
degradación parcial  de estas proteínas,  pueden agregarse dando lugar a la formación de 
inclusiones nucleares y citoplasmáticas características, que contienen componentes celulares 
como ubiquitina, componentes del proteosoma, la chaperona HSP70 y factores de 
transcripción, entre otros (Matilla-Dueñas et al., 2010; McCampbell et al., 2000). Los agregados 
aparecen en los tejidos que son más susceptibles a la degeneración, a pesar de la expresión 
ubicua de las proteínas expandidas (Paulson et al., 1997). Como consecuencia del secuestro de 
determinadas proteínas implicadas en la regulación génica, en concreto  factores de 
transcripción, activadores, coactivadores, etc, se pueden producir alteraciones en la 
transcripción  de diferentes genes implicados en la supervivencia celular, como es el caso del 
gen para el factor neurotrófica derivado de cerebro (BDNF, del inglés 
)  (Takahashi et al., 2012) o de p53 (Chou et al., 2011). Estas alteraciones en 
los procesos de transcripción parecen ser un mecanismo predominante en la patogénesis de las 
enfermedades poliglutamínicas (Riley y Orr, 2006). 
 
o  
 
Los procesos de excitotoxicidad parecen ser un mecanismo patogénico común en las SCAs 
causadas por la  repetición de tripletes CAG, donde diferentes elementos implicados en la 
transmisión glutamatérgica, en la señalización mediada por calcio  y en vías de señalización 
celular de supervivencia (como la de las MAP quinasas)  se ven alterados a nivel transcripcional 
(Chou et al., 2008; Custer et al., 2006; Liu et al., 2009; Serra et al., 2004). 
 
o  
 
Se ha propuesto que las mutaciones en los genes de SCA causan interrupciones en las vías de 
señalización mediadas por calcio  y que estas alteraciones son un evento fundamental en los 
procesos que llevan a  la disfunción cerebelosa característica (Kasumu y Bezprozvanny, 2012). 
   
  
Entre estas alteraciones  destacan por un  lado mutaciones en genes implicados en la 
homeostasis del calcio, como el canal de calcio en la SCA6, por otro lado la presencia de 
proteínas mutadas o fragmentos proteicos conteniendo poliQ producen daño mitocondrial que 
en último término afectan también en la homeostasis del calcio.   
 
o  
 
Varios estudios han evidenciado el papel del estrés oxidativo en la patogenia de las SCAs. En el 
caso de la SCA3 se ha demostrado cómo la presencia de ataxina-3 mutada reduce la respuesta 
antioxidante y produce disfunción mitocondrial en varios modelos celulares de la enfermedad  
(Araujo et al., 2011; Chou et al., 2006; Yu et al., 2009, 2009; Zhou et al., 2013). 
 
o  
 
Aunque el papel de las células gliales en las  SCAs no está definido del todo, la activación de 
células de microglía en los núcleos del tronco cerebral de pacientes de SCA ofrece indicios de 
que estas células podrían contribuir a los procesos patogénicos de la enfermedad. Algunos 
trabajos han demostrado también una activación de astrocitos en las áreas afectadas. Sin 
embargo, los datos muestran que estas células pueden estar ausentes en otras zonas donde 
existe una degeneración avanzada (revisado en Rüb et al., 2013). 
 
o  
     En las SCAs los síntomas motores aparecen antes de que se produzca la  muerte neuronal. Esto 
sugiere que uno de los primeros efectos de la proteína mutada es alterar funciones básicas de 
las neuronas implicadas en los circuitos cerebelosos, entre las que se incluyen alteraciones en 
la plasticidad sináptica (Carlson et al., 2009; Matilla-Dueñas et al., 2010). Estudios realizados 
con modelos animales de SCA  demuestran la importancia de una correcta transmisión 
sináptica en las células de Purkinje para la función motora. Así, se ha demostrado que ratones 
carentes del receptor de glutamato mGluR1 en las células de Purkinje presentan deficiencias 
motoras significativas, unas deficiencias que  son  restauradas mediante la expresión del 
receptor de glutamato en dichas células (Ichise et al., 2000). En este sentido, se han descrito 
alteraciones en la tasa de disparo de las células de Purkinje, en las fases pre-sintomáticas de la 
SCA1 y la SCA3, asociadas a una reducción en la eficiencia de las sinapsis glutamatérgicas en 
estas células (Hourez et al., 2011; Konno et al., 2014).  
 
o  
 
Las proteínas mal plegadas en las SCAs se degradan principalmente por el sistema de 
ubiquitina-proteasoma, pero también pueden hacerlo a través del sistema lisosomal/autofágico 
(Iwata et al., 2005). La autofagia es un proceso celular que se encarga de la degradación y 
reciclaje de componentes celulares. En condiciones normales la autofagia tiene un papel 
esencial en la obtención de nutrientes en condiciones de ayuno y en la degradación de 
proteínas mutadas u orgánulos dañados, permitiendo a las células sobrevivir en condiciones de 
  
 
   
  
estrés. En las enfermedades neurodegenerativas, la autofagia se ha propuesto podría 
desempeñar un papel fundamental en el aclaramiento de las proteínas y agregados tóxicos en 
las neuronas sugiriendo una posible estrategia terapéutica en estas enfemedades mediante la 
modulación de este proceso autofágico, que estaría dirigida a inducir este  proceso para 
promover la eliminación de las proteínas mutadas y agregadas en estas enfermedades. Sin 
embargo, es importante destacar aunque la autofagia es en principio un proceso protector de la 
célula puede también jugar un papel en la muerte celular. 
 
 
 
Como  ocurre con otras enfermedades neurodegenerativas, la eficacia de los tratamientos 
farmacológicos ensayados en las SCAs  es aún muy limitada.  Si bien no existe una terapia 
protectora y curativa, hay varias opciones terapéuticas sintomáticas dirigidas a mejorar la calidad 
de vida de los pacientes.  Por ejemplo, los síntomas parkinsonianos característicos de algunas de 
las SCAs (temblor, bradiquinesia o distonía) pueden responder al tratamiento con levodopa  o 
agonistas dopaminérgicos. La espasticidad en las SCAs se puede tratar con baclofeno, tizanadina, 
o mimentina y los temblores con benzodiacepinas o bloqueantes β-adrenérgicos.  Los calambres 
musculares, a menudo presentes al inicio de las SCAs 2, 3, 7, y de la DRPLA se alivian con 
magnesio, quinina, o mexiletina. Por último, un ensayo con gabapentina (que estimula la 
neurotransmisión GABAérgica)  ha mostrado mejora de los síntomas cerebelosos en pacientes con 
ataxia (Matilla-Dueñas et al., 2010). 
Respecto a tratamientos neuroprotectores, que prácticamente no existen en las SCAs, se 
cree ahora que se conocen mejor  los procesos moleculares implicados en la progresión de la 
enfermedad, que quizás sea necesario tratar simultáneamente distintas dianas moleculares para 
prevenir la neurodegeneración y conservar la función neuronal y se han diseñado algunas 
estrategias al respecto (Matilla-Dueñas et al., 2010).  
 
 
 
La SCA3, conocida como Enfermedad de Machado Joseph, fue descrita por primera vez en 
la década de los años 70 en dos familias portuguesas (Nakano et al., 1972; Rosenberg et al., 1976). 
Esta enfermedad se considera actualmente la forma más común y prevalente de SCA en todo el 
mundo (Schöls et al., 2004). Sin embargo, incluso dentro de cada país, el patrón de distribución 
geográfica no es homogéneo. Así, aunque constituye el subtipo más frecuente de SCA en Portugal 
(3 casos por cada 100.000 individuos) la enfermedad es relativamente rara en la parte continental 
(1/100.000), pero muy frecuente en las Islas Azores. Concretamente en la isla de Flores es donde 
se produce la mayor prevalencia en todo el mundo (1/239) (Bettencourt y Lima, 2011). 
En la SCA3 el gen responsable de la enfermedad fue descubierto en 1994 y se encuentra 
localizado en el locus 14q32.12. Este gen codifica para la proteína  ataxina-3, cuyo peso molecular 
es de 42KDa (Kawaguchi et al., 1994). La base genética de la enfermedad consiste en la expansión 
del trinucleótido CAG en la región codificante del exón 10.  La presencia de esta expansión da 
lugar a la formación de una cola anormal de poliglutaminas, en el extremo amino-terminal de la 
ataxina-3. En individuos sanos, el número de repeticiones del triplete CAG es entre 12 y 40, 
   
  
mientras que en la mayoría de los pacientes en los que aparece la enfermedad aparecen  más de 
55 repeticiones (Durr et al., 1996). La ataxina-3 se expresa de forma ubicua en todas las células del 
organismo. En condiciones normales la proteína se localiza en el citoplasma celular.  La presencia 
de la expansión de glutaminas produce la formación de agregados que se depositan en forma de 
inclusiones nucleares a través de los mecanismos descritos anteriormente. La ataxina-3 mutante se 
acumula en células nerviosas de muchas regiones cerebrales, incluso en regiones que no están 
afectadas en la enfermedad.  Esto ha sugerido que quizás las inclusiones nucleares no producen la 
muerte neuronal , pero su presencia hace pensar que la agregación y acumulación de 
proteínas probablemente juega un papel clave en el proceso neurodegenerativo de la SCA3 (Rüb et 
al., 2013). 
Macroscópicamente los cerebros de los enfermos de SCA3 muestran un volumen 
significativamente  menor que el de los individuos sanos. En la mayoría de los casos  se observa 
una atrofia del cerebelo, protuberancia y médula espinal (Koeppen, 2005; Riess et al., 2008; Taroni 
y DiDonato, 2004). Mediante resonancia magnética se ha podido comprobar que la progresiva 
atrofia del cerebelo y del tronco encefálico en los pacientes de SCA3 se correlaciona tanto  con el 
número de repeticiones CAG como con  la edad de los pacientes (Onodera et al., 1998). El núcleo 
caudado y el putamen también ven reducido su volumen en la SCA3, a diferencia de lo que ocurre 
en otras SCAs como la SCA1 o la SCA2 (Klockgether et al., 1998). Algunos autores también han  
descrito una atrofia del globo pálido en esta enfermedad (Murata et al., 1998). Mediante estudios 
funcionales de tomografía por emisión de positrones (PET, del inglés 
) con fluordeoxigluxosa se ha demostrado hipometabolismo  en el cerebelo, tronco 
encefálico, y corteza cerebral (Soong et al., 1997; Taniwaki et al., 1997).  Los estudios PET llevados 
a cabo en pacientes asintomáticos parecen indicar que las primeras alteraciones metabólicas se 
dan en el cerebelo y tronco cerebral,  antes, incluso, de que se observe atrofia en estas estructuras 
(Soong y Liu, 1998).  
A nivel microscópico en la SCA3,  la  lesión histológica principal es la atrofia severa de las 
neuronas del núcleo dentado y de sus fibras aferentes. En particular,  se observa una dramática 
disminución del número de  neuronas del núcleo dentado y las neuronas atróficas restantes 
exhiben degeneración grumosa, un tipo de degeneración neuronal asociada a la proliferación de 
terminales sinápticos patológicos en torno al cuerpo neuronal (Koeppen, 2005; Koeppen et al., 
2013). Sin embargo, en contraste con lo que se observa en otros tipos de ataxia de herencia 
dominante, en la SCA3 la corteza cerebelosa y la oliva inferior mantienen una estructura 
conservada. El estudio neuropatológico revela también la pérdida variable de  neuronas en la 
protuberancia, sustancia negra,  así como en varios núcleos motores de los nervios craneales. En la 
médula espinal también se observa pérdida neuronal severa en el núcleo dorsal y en las neuronas 
motoras del asta anterior (Koeppen, 2005; Riess et al., 2008; Taroni y DiDonato, 2004).  Los 
pacientes con SCA3 a menudo presentan una pérdida variable de mielina en los nervios periféricos  
relacionados con la transmisión de los impulsos motores (Lin y Soong, 2002). 
Estudios realizados sobre líneas celulares y tejidos  de cerebro de pacientes 
con este tipo de SCA, han confirmado la participación de los procesos inflamatorios en la 
patogénesis de la enfermedad.  Así, se han observado cambios tempranos en la expresión de 
varios  genes y proteínas involucrados en la respuesta inmune, como el factor de transcripción 
C/EBP o la interleuquina proinflamatoria IL-1  (Evert et al., 2001, 2006). Se han descrito también 
procesos de astrogliosis en varias regiones cerebrales, tanto en aquellas afectadas en la 
  
 
   
  
enfermedad como en zonas sin degeneración aparente. Es importante resaltar que,  además, se ha 
observado que  estos procesos pueden estar ausentes en regiones con una elevada degeneración 
(Evert et al., 2001; Rüb et al., 2013). Estos datos sugieren que esta activación puede no ser un 
mecanismo esencial en el desarrollo de la enfermedad sino una respuesta endógena para 
mantener la funcionalidad e integridad celular.  En cuanto a la microglía se ha observado una 
activación de estas células en los núcleos afectados en la enfermedad (Evert et al., 2001; Rüb et al., 
2013). 
 
 
El término “cannabinoide”  ha sido utilizado de forma  tradicional para definir  un grupo 
de moléculas químicas presentes en la naturaleza de forma exclusiva en la planta  
( 
 
Cuadro ). Sin embargo, el descubrimiento del sistema de señalización intercelular a 
través del cual actúan estos compuestos, el sistema cannabinoide endógeno (SCE),  ha hecho que 
este término englobe hoy también a todas aquellas sustancias químicas,  independientemente de 
su origen o estructura,  que comparten mecanismos de acción  comunes produciendo en el 
organismo efectos similares a los causados por los derivados  del . 
Los cannabinoides  se pueden clasificar en tres categorías: (i) los fitocannabinoides, que 
son los cannabinoides producidos por la planta ;  (ii) los endocannabinoides, que 
son moléculas endógenas de origen animal y (iii) los cannabinoides sintéticos, que corresponden a 
aquellos compuestos generados en el laboratorio mediante síntesis química.  
Los fitocannabinoides  son sustancias procedentes del metabolismo secundario de la 
planta  que se presentan, de forma exclusiva, en algunas variedades de la misma 
(Dewey, 1986). Desde un punto de vista químico,  los cannabinoides pertenecen a la familia 
química de los terpenoides, un conjunto de moléculas orgánicas que ejercen un amplio espectro 
de funciones en las plantas, principalmente como pigmentos pero también contribuyen a dar olor 
y sabor a las mismas. Muchos terpenoides, además, presentan propiedades medicinales por su 
carácter antimicrobiano y/o antiinflamatorio (Hanson, 2007; Solórzano-Santos y Miranda-Novales, 
2012; Wang et al., 2005). En la actualidad se han identificado cerca de 70 fitocannabinoides 
distintos. El  mejor conocido,  por su abundancia en la planta y por su fuerte actividad biológica, 
es el  Δ9-tetrahidrocannabinol (Δ9-THC) (Gaoni y Mechoulam, 1964). Otros fitocannabinoides son  el 
cannabinol (CBN), el cannabidiol (CBD), el  cannabicromeno (CBC) o el cannabigerol (CBG) (Turner 
et al., 1980) (Figura 3).  
Todos estos compuestos  varían en número y cantidad en la planta, en dependencia del 
clima, tipo de suelo y variedad cultivada. Esta variación también depende de la parte de la planta 
utilizada para su extracción, encontrándose los niveles más altos de cannabinoides en las 
inflorescencias de la planta femenina, en la resina viscosa que se produce en los tricomas.  Se han 
propuesto varias teorías para explicar el papel biológico de los cannabinoides en la planta, siendo 
la mejor apoyada su actividad antibiótica  y su contribución a la tolerancia a la sequía y a las altas 
temperaturas (Krejci, 1970; Schultes, 1970). 
   
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
A pesar de que los efectos del consumo del en el organismo se conocen desde la 
antigüedad   (Mechoulam y  Hanus 2000), no fue hasta 1964 cuando  se consiguió aislar el 
principio psicoactivo de la , el ∆9-THC (Gaoni y Mechoulam, 1964). Este 
descubrimiento permitió el diseño en el laboratorio de análogos estructurales que han sido de 
gran utilidad  para el estudio farmacológico de estos compuestos.  Un ejemplo de ello es el 
desarrollo del ligando sintético CP-55,940 que permitió demostrar a finales de los años 80 la 
capacidad de unión de los cannabinoides a receptores celulares específicos en membranas de 
cerebro de rata (Devane et al., 1988), los llamados receptores cannabinoides. En 1990, Matsuda y 
colaboradores clonaron el primer receptor cannabinoide, que hoy se conoce como receptor 
cannabinoide CB
1
 (Matsuda et al., 1990), tres años más tarde, se clonó el segundo subtipo de 
receptor cannabinoide, el receptor cannabinoide CB
2
 (Munro et al., 1993). Poco tiempo después del 
descubrimiento del primer receptor cannabinoide se identificaron sus ligandos endógenos, los 
endocannabinoides -araquidonoiletanolamina o anandamida (AEA) (Devane et al., 1992) y el 2-
araquidonoilglicerol (2-AG) (Mechoulam et al., 1995; Sugiura et al., 1996). 
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Los endocannabinoides, junto con los receptores cannabinoides CB
1
 y CB
2 
y la maquinaria 
bioquímica implicada en su síntesis y degradación, conforman el llamado sistema cannabinoide 
endógeno, un  importante sistema de modulación de múltiples respuestas fisiológicas tanto a 
nivel central como periférico.  
El conocimiento de la complejidad del sistema cannabinoide endógeno y su relevancia 
fisiológica ha ido creciendo  en los últimos años, lo que ha permitido descubrir su importante 
papel en el mantenimiento de la homeostasis celular ya que se han observado alteraciones de este 
sistema en multitud de condiciones patológicas.  Por este motivo, la manipulación farmacológica 
de este sistema de señalización celular se plantea como una herramienta terapéutica muy 
prometedora en el tratamiento de diversas patologías.  
 
 
 
Los cannabinoides  ejercen su acción farmacológica mediante la activación de receptores 
específicos de membrana. Hasta el momento se han identificado y clonado dos receptores para 
cannabinoides, denominados CB
1
 (Matsuda et al., 1990) y CB
2,
 (Munro et al., 1993), ambos 
receptores pertenecientes a la superfamília de receptores acoplados a proteínas G, con siete 
fragmentos transmembranales en su estructura (GPCR, del inglés ) 
(Mackie, 2005) (Figura 4).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
    
  
Así mismo, existen evidencias de que existen   otros sitios de unión de cannabinoides que 
podrían explicar algunos de los efectos fisiológicos no mediados por los receptores CB
1
/CB
2
 (Di 
Marzo et al., 2000), concretamente, se ha visto que algunos cannabinoides pueden unirse a otros 
receptores huérfanos acoplados a proteínas G, como el GPR55. Además ciertos cannabinoides 
también pueden unirse a  receptores de potencial transitorio (TRPs, del inglés 
) como el receptor de vanilloides de tipo 1 (TRPV1) (De Petrocellis et al., 2011). Por último, 
se ha demostrado que algunos cannabinoides tienen la capacidad de activar de forma directa o 
indirecta los receptores nucleares activados por proliferadores de peroxisomas (PPAR, del inglés 
) (Sun y Bennett, 2007). 
 
 
El receptor CB
1 
es un polipéptido de 476 aminoácidos y está implicado, entre otros, en los 
efectos  psicotrópicos  de  los  cannabinoides  (Ledent et al., 1999). La ubicación genética del locus 
para este GPCR en humanos está en el cromosoma 6, concretamente en la posición 6q14-6q15 
(Hoehe et al., 1991) y presenta una  secuencia altamente conservada entre las distintas especies de 
vertebrados  estudiadas (Valenti et al., 2005).  
El receptor CB
1
 está ampliamente distribuido en el sistema nervioso central y es 
considerado el receptor metabotrópico más abundante en el cerebro de mamíferos (Herkenham et 
al., 1991a). Estudios neuroanatómicos han revelado que su expresión es muy elevada en  
hipocampo, corteza cerebral, cerebelo, ganglios basales, y de forma más moderada aparece en 
áreas límbicas como el núcleo accumbens, el área tegmental ventral y la amígdala (Herkenham et 
al., 1991a). Además del sistema nervioso central (SNC), los receptores CB
1
 también están presentes 
en tejidos periféricos. Se ha descrito en  bazo, pulmón, endotelio vascular, músculo liso, hígado y 
páncreas, entre otros, donde ejercen también un relevante papel modulador (Bermúdez-Silva et al., 
2008; Galiègue et al., 1995; Ishac et al., 1996; Pertwee, 2001).  
La localización subcelular de los receptores CB
1
 es diversa. Por un lado, los receptores CB
1
 
se localizan en la membrana plasmática desde donde participan en la comunicación celular 
paracrina. En el sistema nervioso, el receptor CB
1
 se expresa de forma abundante en los terminales 
presinápticos de las neuronas, ejerciendo un papel muy importante en la modulación de la 
liberación de neurotransmisores. Con esta localización el receptor CB
1
 en se ha descrito en varios 
fenotipos neuronales (neuronas GABAérgicas, glutamatérgicas y colinérgicas, glicinérgicas, 
noradrenérgicas y serotoninérgicas) dentro de regiones cerebrales particulares (Szabo y Schlicker, 
2005). Aunque la acción principal de los receptores CB
1 
tiene lugar a nivel presináptico, también se 
han encontrado receptores CB
1 
a nivel postsináptico, donde podrían actuar controlando la 
excitabilidad de las dendritas, y también a nivel extrasináptico, lo que podría tener que ver con 
mecanismos de reciclaje o procesos de nueva síntesis de los receptores CB
1 
(Köfalvi et al., 2005). 
De forma más reciente, se ha observado la presencia del receptor CB
1
 en la membrana 
mitocondrial externa de neuronas, sugiriendo que el receptor CB
1
 podría tener capacidad para 
modular la respiración mitocondrial y, por lo tanto, la disponibilidad de energía en las neuronas, y 
para regular la homeostasis del calcio (Bénard et al., 2012). 
Además de su presencia en neuronas, el receptor CB
1
 se localiza en otras células nerviosas 
como los astrocitos (Sánchez et al., 1998) donde juega un papel crucial en la comunicación entre 
   
  
neuronas y astrocitos (Navarrete y Araque, 2008, 2010; Navarrete et al., 2014). También se ha 
observado expresión de CB1 en otras células gliales como oligodendrocitos y microglía (Cabral et 
al., 2001; Molina-Holgado et al., 2002), además de participar en la  diferenciación  y especificación 
de las células madre neurales en distintos tipos celulares en células precursoras neurales 
(Compagnucci et al., 2013) y de oligodendocitos (Aguado et al., 2005, 2006, 2007; Compagnucci et 
al., 2013). 
 
 
 
El receptor CB
2
 es un polipéptido de 360 aminoácidos y está implicado fundamentalmente 
en los efectos inmunomoduladores atribuidos a los cannabinoides. El receptor CB
2
 también es un 
receptor de la familia GPCR que tiene su representación génica a nivel del cromosoma 1 (en 
humanos), en el área 1p35-1p36. Presenta una homología del 44% (68% en las regiones 
transmembrana) con el receptor CB
1
. También presenta mucha más divergencia en cuanto a su 
homología entre especies, siendo ésta solo del 81% entre la rata y el humano (Begg et al., 2005; 
Matsuda, 1997). 
Durante años se creía que el receptor CB
2
 se localizaba exclusivamente en tejidos 
periféricos principalmente en células del sistema inmunitario, especialmente en el bazo, en las 
amígdalas y en diferentes células del sistema linfoide (linfocitos B y T y monocitos) (Galiègue et 
al., 1995).  Sin embargo, varios estudios han descrito la presencia de este receptor en tejidos 
periféricos que no pertenecen al sistema inmune, tales como corazón, células endoteliales, células 
óseas, células hepáticas y en las células secretoras de somatostatina del páncreas (Bouchard et al., 
2003; Joyeux et al., 2002; Zoratti et al., 2003). También se ha demostrado la presencia de 
receptores CB
2 
en el SNC, principalmente en astrocitos y en células microgliales, sobre todo en 
relación con procesos de activación de estas células  en las que cambian su fenotipo como 
consecuencia de daño cerebral de origen inflamatorio, infeccioso, traumático o tóxico (Benito et 
al., 2008). De forma más reciente se ha identificado el receptor CB
2
 en algunas subpoblaciones 
neuronales preferentemente en el tronco cerebral, en el cerebelo y en el mesencéfalo (García et al., 
2015; Lanciego et al., 2011; Van Sickle et al., 2005; Skaper et al., 1996). 
No obstante, la distribución en los tejidos del receptor CB
2
  ha sido siempre una fuente de 
controversia debido a que no existen de momento buenas herramientas metodológicas (por 
ejemplo anticuerpos selectivos) que faciliten su identificación celular  (Atwood y  Mackie, 2010). 
 
 
 
Existen evidencias de que puedan existir otros  receptores celulares con actividad 
cannabinoide, como por ejemplo varios receptores huérfanos  acoplados a proteínas G: GPR18, 
GPR119 y GPR55. Estos receptores se expresan de forma abundante en el sistema nervioso y son 
activados por la acción de lípidos señalizadores derivados de ácidos grasos, entre ellos ciertos 
endocannabinoides y moléculas relacionadas (Kohno et al., 2006; McHugh, 2012; Syed et al., 2012; 
Sylantyev et al., 2013). En este sentido, se ha propuesto que el receptor huérfano GPR55 sea 
considerado un nuevo receptor cannabinoide “de tipo 3” (CB
3
), aunque no todos los investigadores 
están de acuerdo con esta idea (Ross, 2009; Sharir y Abood, 2010). El receptor GPR55 muestra una 
    
  
baja homología con las secuencias de los receptores CB
1
 (13%) y CB
2 
(14%) y presenta una 
farmacología distinta a la de estos receptores (Moriconi et al., 2010; Ryberg et al., 2007). De forma 
reciente se ha postulado la implicación de este receptor en la comunicación sináptica (Sylantyev et 
al., 2013). 
Los cannabinoides pueden unirse también a algunos TRPs, una extensa familia de canales 
iónicos con un papel fundamental en la transducción de los estímulos somatosensoriales (De 
Petrocellis et al., 2011). Algunos autores consideran que los canales TRP podrían ser los receptores 
ionotrópicos del sistema cannabinoide endógeno (Di Marzo et al., 2002).  Los TRPs activados por 
cannabinoides pertenecen a dos grupos: el grupo de los receptores vanilloides (TRPVs, del inglés 
) y los receptores de anquirina (TRPAs),  involucrados 
ambos en la integración de estímulos térmicos y  dolorosos, especialmente de tipo inflamatorio y 
neuropático (Caterina y Julius, 2001; Dhaka et al., 2006; Jiang et al., 2011; Macpherson et al., 
2007). Los cannabinoides de la planta   actúan como estímulos externos, activando 
específicamente y de forma variable, en función de su estructura química, los receptores de 
potencial transitorio TRPV1, TRPV2, TRPV3, TRPV4 y  TRPA1 (Jordt et al., 2004; De Petrocellis et 
al., 2008, 2012; Qin et al., 2008).  En cuanto a los ligandos endógenos, se ha descrito que la AEA 
tiene capacidad para activar los receptores vanilloides TRPV1 y TRPV4 (Watanabe et al., 2003; 
Zygmunt et al., 1999). 
El último gran grupo de receptores sobre los que pueden actuar los cannabinoides son los 
PPARs (Sun y Bennett, 2007). Los receptores PPARs son una familia de receptores nucleares 
pertenecientes a la superfamilia de receptores esteroideos, que incluye tres isoformas: PPAR-α, 
PPAR-  y PPAR- . Los PPARs  heterodimerizan con el receptor del ácido 9-cis retinoico (RXR, del 
inglés ) y se unen a elementos de respuesta induciendo la transcripción de 
genes diana involucrados en la regulación del metabolismo lipídico, diferenciación celular e 
inflamación (Ferré, 2004; Moraes et al., 2006; Stienstra et al., 2007). En el cerebro los PPARs se 
expresan tanto en neuronas como en células gliales (oligodendrocitos, astrocitos y microglía) 
(Cristiano et al., 2001; Cullingford et al., 1998; Moreno et al., 2004). Ciertos cannabinoides, como 
por ejemplo el Δ9-THC,  activan los receptores PPAR-  y PPAR-  (Citraro et al., 2013; Mestre et al., 
2009; O’Sullivan y Kendall, 2010; Sun et al., 2006). 
 
 
 
Los ligandos endógenos de los receptores cannabinoides son compuestos de naturaleza 
lipídica derivados del metabolismo de fosfolípidos de membrana. En particular, los 
endocannabinoides son derivados del ácido araquidónico, que es también precursor de la 
biosíntesis de las prostaglandinas y mediador en los procesos inflamatorios. Los más 
representativos son la araquidonoiletanolamida, también llamada anandamida (Devane et al., 
1992) y el 2-araquidonoil glicerol (Mechoulam et al., 1995; Sugiura et al., 1995) y son en los que 
nos centraremos en los siguientes apartados de la Introducción. Otros cannabinoides endógenos 
que han sido identificados posteriormente son el 2-araquidonilgliceril éter, también llamado 
noladin éter o noladina (Hanus et al., 2001), la O-araquidonoiletanolamina (virodamina) (Porter et 
al., 2002), la -araquidonildopamina (NADA) (Bisogno et al., 2000) y más recientemente la -
   
  
araquidonil-L-serina (ARA-S) (Guo et al., 2008; Milman et al., 2006; Zhang et al., 2010) (Figura 5). 
Aunque algunos de estos compuesto (por ejemplo NADA) se les considera como endovanilloides 
más que como endocannabinoides (Starowicz et al., 2007). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
La AEA es un derivado del ácido araquidónico y la etanolamina. Los niveles de AEA son, en 
general, bastante bajos en el cerebro. En general puede afirmarse que existe una muy buena 
correlación entre los lugares donde se expresan los receptores CB
1
 y los lugares en los que se 
observa presencia de AEA. Así los niveles  más altos de este endocannabinoide, se encuentran   en 
áreas que presentan una elevada densidad del receptor CB
1
 como el  hipocampo, corteza cerebral y 
estriado (Bisogno et al., 1999; Felder et al., 1996). Sin embargo, esta correlación no es completa ya 
que en otras áreas como el tálamo o el tronco cerebral,  que poseen pocos receptores 
cannabinoides, se observan altos niveles del endocannabinoide  y en cambio, en el cerebelo, donde 
se encuentra el receptor CB
1
 de forma abundante, los niveles de AEA son bajos (Bisogno et al., 
1999; Felder et al., 1996; Yang et al., 1999). A nivel periférico, la AEA se localiza sobre todo en el 
bazo, el corazón y en la piel (Felder et al., 1996). 
Este endocannabinoide es capaz de unirse a los dos receptores cannabinoides clásicos, CB
1
 
y CB
2
 (Felder et al., 1995). Con respecto al receptor CB
1
, la AEA se comporta como un agonista puro 
o parcial, dependiendo del tejido y de la respuesta biológica estudiada (Pacher et al., 2006). En 
cuanto al receptor CB
2
, la AEA es agonista de este receptor, pero se une a él con menor afinidad 
que al receptor CB
1
 (Felder y Glass, 1998; Pertwee, 1999). La AEA no sólo activa a los receptores 
cannabinoides clásicos, sino que también se une al receptor vanilloide TRPV1 (Zygmunt et al., 
1999) y puede que al GPR55, aunque los resultados obtenidos para este receptor son aún 
contradictorios (Kapur et al., 2009; Lauckner et al., 2008; Ryberg et al., 2007; Waldeck-Weiermair et 
N  
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al., 2008). Por otro lado, la AEA presenta también la capacidad de activar los receptores nucleares 
PPAR-   (Sun et al., 2006) y los PPAR-  (O’Sullivan y Kendall, 2010). 
En cuanto a la acción farmacológica de la AEA se sabe que cuando se administra a dosis 
altas mimetiza determinados efectos comportamentales que se observan tras la administración de 
los cannabinoides sintéticos y vegetales como la catalepsia, la disminución de la actividad motora, 
la antinocicepción y la hipotermia (Crawley et al., 1993; Fride y Mechoulam, 1993; Smith et al., 
1994). 
 
 
 
El 2-AG es el cannabinoide endógeno más abundante en el cerebro y su concentración es 
aproximadamente tres órdenes de magnitud superior a la de la AEA (Blankman y Cravatt, 2013). El 
2-AG es un éster formado entre el ácido araquidónico y glicerol.  Este cannabinoide se ha 
identificado en varias regiones del  SNC presentando  las máximas concentraciones en el tronco 
cerebral, estriado e hipocampo y las más bajas en corteza cerebral, diencéfalo y cerebelo (Bisogno 
et al., 1999). También se le ha encontrado en órganos periféricos donde predomina en el intestino, 
bazo y páncreas (Mechoulam et al., 1995) y posteriormente se le ha identificado en otros órganos 
como el corazón, hígado y riñón (Kondo et al., 1998). El 2-AG tiene una afinidad por los receptores 
CB
1
 y CB
2 
similar a la de la AEA (Gonsiorek et al., 2000; Pertwee y Ross, 2002).  
La administración intravenosa de 2-AG en ratones provoca los mismos efectos que el Δ9-
THC: analgesia, disminución de la actividad motora, e hipotermia (Mechoulam et al., 1995). 
 
  
 
Además de los ligandos endógenos mencionados se ha descrito una serie de lípidos 
bioactivos derivados de ácidos grasos que presentan una actividad biológica similar a la de los 
endocannabinoides.  Entre estos compuestos destacan las -aciletanolaminas (NAEs) que son 
compuestos con una estructura química muy relacionada a la de la AEA: la -oleiletanolamina 
(OEA), la -palmitoiletanolamina (PEA), la -linoleiletanolamina (LEA) y la -estearoiletanolamina 
(SEA). A pesar de las propiedadades cannabimimeticas que presentan estos compuestos sus 
efectos no pueden atribuirse a la activación de los receptores cannabinoides CB
1 
y CB
2
, ya que, en 
general,  no se unen a ellos (Capasso et al., 2001; Conti et al., 2002; Maccarrone et al., 2002; 
Terrazzino et al., 2004). Se ha propuesto que estos lípidos ejercerían un efecto denominado 
, es decir, modifican la acción de los endocannabinoides incrementando su acción 
biológica. Esta capacidad es consecuencia de que estos lípidos comparten con la AEA las vías de 
síntesis y, sobre todo, de degradación, siendo sustratos de la enzima amido hidrolasa de ácidos 
grasos (FAAH, del inglés ). De esta forma, al ocupar la actividad de esta 
enzima, retrasan la degradación de la AEA, haciendo así más prolongados sus efectos (Fowler, 
2003, 2004; Lambert y Di Marzo, 1999). Por otro lado, la OEA también puede mediar sus efectos a 
través de la activación del receptor huérfano GPR119 (Overton et al., 2006), del receptor TRPV1 
(Ahern, 2003) o del receptor nuclear PPAR-  (Fu et al., 2003; Guzmán et al., 2004). La PEA es capaz 
de ejercer sus acciones  a través de la activación del receptor PPAR-  (Citraro et al., 2013; Lo 
Verme et al., 2005). 
   
  
De forma reciente, se han descrito también varios monoacilgliceroles de ácidos grasos 
diferentes al araquidónico que presentan cierta actividad cannabinoide como son el 2-oleilglicerol 
(2-OG) y el 2-linoleoilglicerol  (2-LG).  Estos lípidos, estructuralmente relacionados  con el 
endocannabinoide  2-AG, ejercen sus funciones en el organismo mediante la activación del 
receptor GPR119 (Hansen et al., 2011; Silvestri y Di Marzo, 2013). 
 
 
 
Se ha propuesto que los sistemas enzimáticos implicados en el metabolismo de 
endocannabinoides ejercen un importante papel regulador del sistema cannabinoide endógeno 
(Leung et al., 2006; Marsicano y Lutz, 2006; Pagotto et al., 2006).  Los procesos por los que se 
sintetizan, liberan y degradan la AEA y el 2-AG son los más estudiados hasta el momento. 
Respecto a los demás endocannabinoides descritos, no existen todavía datos concluyentes sobre 
los diferentes mecanismos implicados en el metabolismo de los mismos,  pero se ha postulado 
que comparten mecanismos con los endocannabinoides AEA y 2-AG (Fezza et al., 2002). 
 
 
 
La entrada de calcio al interior de la célula constituye la señal que provoca la síntesis y 
liberación de AEA y de otras NAEs. Dicha síntesis se produce por la hidrolisis de la 
fosfatidiletanolamina (PE) presente en la membrana celular mediante la acción sucesiva de dos 
enzimas. En primer lugar, a partir de la PE y un glicerofosfolípido se forma el precursor -
araquidonoilfosfatidiletanolamina (NAPE), reacción catalizada por una -aciltransferasa  (NAT) 
dependiente de calcio. En segundo lugar, se produce la hidrólisis de NAPE por acción de una 
fosfolipasa D (PLD, del inglés  especifica dependiente también de calcio (NAPE-
PLD), produciendo ácido fosfatídico y AEA. Una vez sintetizada, la AEA es liberada al espacio 
extracelular, por un mecanismo aún no dilucidado totalmente,  en donde puede actuar de forma 
autocrina o paracrina (Piomelli et al., 2000) ( 
Figura ).  
Cabe destacar que estudios en ratones  para la NAPE-PLD han revelado que estos 
animales poseen concentraciones de AEA similares a las que presentan los ratones , 
sugiriendo la existencia de rutas enzimáticas alternativas para la producción de la AEA  
(Okamoto et al., 2007; Simon y Cravatt, 2010). En este sentido, se ha descrito que la AEA se puede 
sintetizar también a partir de la hidrólisis de NAPE por una fosfolipasa C (PLC, del inglés 
), produciéndose fosfo-anandamida, que sería posteriormente desfosforilada por 
fosfatasas como la inositol 5’fosfatasa SHIP1 o la tirosina fosfatasa PTPN22 (Liu et al., 2008). Por 
otro lado, la AEA se puede producir por una doble desacilación de NAPE mediante la alfa, beta-
hidrolasa 4 (ABHD4) (Simon y Cravatt, 2006) y posterior hidrólisis del -araquidonoil-
fosfoglicérido produciéndose anandamida y glicerol-fosfato (Liu et al., 2008). 
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La síntesis del 2-AG, en la mayoría de los casos, se activa también por la entrada de calcio 
al interior de la célula, vía canales Ca2+ dependientes de voltaje. Su biosíntesis tiene lugar de forma 
independiente a la de la AEA. La ruta más probable de formación del 2-AG y otros 2-
monoacilglicéridos está mediada de manera mayoritaria por la acción de una fosfolipasa C (PLC) 
que hidroliza el fosfatidilinositol-bi-fosfato (PIP2, del inglés ), 
presente en la membrana celular, generando diacilglicerol (DAG) y ácido araquidónico. Después,  la 
actuación de una diacilglicerol lipasa (DAGL) sobre el DAG, libera la molécula del 
endocannabinoide (Bisogno et al., 2005) ( 
Figura ). Se han propuesto algunas otras vías alternativas que podrían igualmente generar 
2-AG, aunque sólo actuarían en determinadas circunstancias (Muccioli, 2010).                
 
 
 
Una vez liberados al medio extracelular, la acción de los endocannabinoides viene 
determinada por dos procesos que limitan su disponibilidad: la del transporte desde la hendidura 
sináptica hacia el interior de la célula (recaptación) y la hidrólisis posterior provocada por dos 
sistemas enzimáticos, la amido hidrolasa de ácidos grasos (FAAH) (Cravatt et al., 1996) y la lipasa 
de monoacilglicéridos (MAGL) (Dinh et al., 2002). 
 
   
  
 
 
Existen bastantes evidencias que indican que la recaptación de la AEA al interior celular se 
realiza través de un proceso de difusión facilitada mediado por una proteína transportadora 
(AMT), aunque esta proteína todavía no ha podido ser aisladay tampoco se ha podido clonar el gen 
que la codifica. Esta hipótesis se basa en los datos que indican que el transporte de AEA  es un 
proceso saturable, competitivo, dependiente de la temperatura e independiente de iones sodio y 
de adenosin trifosfato (ATP), así como que es susceptible de ser inhibido de forma específica 
(Beltramo et al., 1997; Hillard et al., 1997; Di Marzo et al., 1994). En los últimos años se  ha 
postulado que la AEA se transporta al interior celular por unión a las proteínas que unen ácidos 
grasos (FABPs), específicamente a las proteínas FABP5 y FABP7 (Kaczocha et al., 2009) y más 
recientemente  se ha propuesto que este transporte se realiza por  una variante truncada de la 
enzima hidrolasa de ácidos grasos, denominada FLAT (del inglés 
(Fu et al., 2012).  Sin embargo, aún no se ha logrado la caracterización molecular  de 
la AMT. Por ello, algunos autores mantienen, basándose en  el carácter lipofílico de  la AEA,  que 
no se precisa de un transportador para atravesar la membrana celular, sino que podrían difundir a 
través de ella, como lo hacen los ácidos grasos de cadena larga. Estos autores consideran que la 
degradación de la AEA en el interior celular podría ser suficiente para establecer un gradiente 
químico, que facilitara la direccionalidad de la difusión de este compuesto desde el espacio 
extracelular (Glaser et al., 2003). Así mismo, también se ha propuesto que el proceso de  
recaptación de AEA se puede deber a un mecanismo de endocitosis tras su concentración en 
balsas lipídicas ricas en caveolina (Dainese et al., 2007; McFarland et al., 2004). 
A diferencia de los numerosos estudios sobre la recaptación de anandamida, existe poca 
información sobre la recaptación de 2-AG. Sin embargo, varios trabajos sugieren que 2-AG y AEA 
son transportados por el mismo sistema (Beltramo y Piomelli, 2000; Bisogno et al., 2001). 
 
 
 
Una vez en el interior de la célula, los endocannabinoides son degradados a través de una 
o varias reacciones enzimáticas, produciéndose así su inactivación. La AEA es metabolizada por la 
enzima amidohidrolasa de ácidos grasos (Cravatt et al., 1996) dando lugar a ácido araquidónico y 
etanolamina ( 
Figura ). La FAAH es una enzima integral de membrana  con actividad serin-hidrolasa que 
se expresa de forma abundante en varios órganos, entre ellos el cerebro (Kano et al., 2009). La 
distribución de FAAH es complementaria a la del receptor CB
1
  (Egertová et al., 1998; Ueda et al., 
2000). Los mayores niveles para esta enzima aparecen, en humanos, en corteza cerebral, 
hipocampo, ganglios basales, médula espinal, tronco encefálico y cerebelo (Romero et al., 2002a).  
En el cerebro, la enzima FAAH  se localiza de forma postsináptica en neuronas de gran 
tamaño (como por ejemplo, las células piramidales de corteza cerebral e hipocampo y las células 
de Purkinje en el cerebelo) y en células de glía, específicamente en astrocitos (Romero et al., 
2002b; Tsou et al., 1998a).  La especificidad de sustrato de esta enzima es amplia produciendo la 
hidrólisis de varias amidas de ácidos grasos  e incluso  monoacilgliceroles (Goparaju et al., 1998), 
lo que sugiere que esta enzima es un elemento clave desde un punto de vista reguladoren  el 
metabolismo de los endocannabinoides (Labar y Michaux, 2007). 
    
  
Aunque el 2-AG es también sustrato de la FAAH (Goparaju et al., 1998), la degradación de 
este endocannabinoide se realiza mayoritariamente por la enzima monoacilglicerol lipasa (Dinh et 
al., 2002). La enzima MAGL es una serin-hidrolasa que degrada 2- y 1- monoacilgliceroles  
produciendo el ácido graso correspondiente y glicerol ( 
Figura ). Experimentos de  e hibridación  revelan que el ARNm de la 
enzima MAGL se expresa de forma heterogénea en el cerebro, encontrándose los niveles más altos 
en las regiones donde el receptor CB
1 
está también presente, como el hipocampo, corteza cerebral, 
tálamo y cerebelo. La enzima MAGL se localiza en los terminales presinápticos de las neuronas 
(Dinh et al., 2002). 
 
 
 
Existen estudios que demuestran que  tanto la AEA como el 2-AG pueden ser 
metabolizados por otras enzimas que participan en el metabolismo de eicosanoides, como por 
ejemplo, varias ciclooxigenasas (COX), lipooxigenasas (LOX) y enzimas del complejo citocromo 
P450 (Guindon y Hohmann, 2008; Zelasko et al., 2015). Estas reacciones enzimáticas  no se 
consideran estrictamente reacciones de degradación ya que, aun siendo procesos que conducen a 
la inactivación parcial o completa de estos endocannabinoides, son también procesos que generan 
una gran cantidad de moléculas activas sobre otras dianas moleculares (Guindon y Hohmann, 
2008).  
Se ha descrito que la AEA puede ser sustrato de la enzima COX-2, transformándose en 
prostaglandina E2-etanolamida, también denominadaprostamida E2. Este metabolito se une con 
diferente potencia a los receptores para prostaglandinasE2 (PGE2) (Ross et al., 2002). La AEA se 
puede metabolizar también por diferentes LOX, como la 12  y 15-LOX,  produciendo 12/15-
(S)hidroxi-eicosatetraenoiletanolamida, unos metabolitos que se ha descrito podrían activar a los 
receptores vanilloides (Pertwee y Ross, 2002). En cuanto al otro endocannainoide, el 2-AG, la 
enzima COX-2 puede transformarlo en prostaglandina éster de glicerol E2 (PGE2-G), un compuesto 
precursor que produce hiperalgesia (Hu et al., 2008). Las LOX también tienen la capacidad 
de metabolizar al 2-AG, dando  lugar  a  metabolitos  que  se  comportan  como  ligandos  de  
receptores  nucleares, como por ejemplo el receptor PPAR-   (Kozak et al., 2002; Moody et al., 
2001). 
Por otro lado, la oxigenación enzimática de la AEA y del 2-AG por enzimas dependientes 
del citocromo P-450 genera distintos epóxidos (ácido epoxieicosatetraenoico, EET) e hidroxiácidos 
(ácido hidroxieicosatetraenoico, HETE) (Zelasko et al., 2015). Estos productos derivados del 
metabolismo de AEA y 2-AG, tienen diversas propiedades biológicas como regulación de la 
viabilidad celular, movilización de calcio y modulación de la transmisión sináptica (Fowler, 2007).  
 
 
 
Los estudios que relacionan la estructura de los cannabinoides con su actividad 
farmacológica han permitido sintetizar moléculas con una conformación capaz de actuar de forma 
selectiva  sobre algunas moléculas diana del sistema cannabinoide endógeno. Entre estos 
compuestos destacan aquellos que son capaces de unirse de manera selectiva a los receptores 
   
  
cannabinoides o modular alostericamente su actividad así como moléculas capaces de modificar  
los niveles de los  endocannabinoides, regulando el llamado “tono endocannabinoide”. Estos 
ligandos han  sido de gran utilidad en el estudio de la farmacología e implicación fisiológica del 
sistema cannabinoide endógeno.  
 
 
 
Existe una amplia variedad de moléculas que se comportan como agonistas de los 
receptores cannabinoides, es decir, activadores de las respuestas mediadas por estos. Los 
agonistas cannabinoides se pueden clasificar, en función de su estructura química, en cuatro 
grupos de compuestos: cannabinoides clásicos, no clásicos, aminoalquilindoles y  derivados 
eicosanoides (Howlett et al., 2002) ( 
Figura 7). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
Al grupo de  cannabinoides clásicos pertenecen los cannabinoides botánicos,  como el Δ9-
THC o el CBN,  y  sus  análogos  estructurales sintéticos. Entre estos compuestos con estructura de 
dibenzopirano destacan los agonistas de los receptores cannabinoides  11-hidroxi-8-THC-
dimetilheptilo (HU‐210) (Howlett et al., 1990), 11-hidroxi-hexahidrocannabinol-dimetilheptilo (HU-
243)  (Howlett et al., 1990) y  Nabilona (Lemberger y Rowe, 1975), entre otros.  
 
  
  
    
  
 
 
Los  cannabinoides no clásicos  constituyen  un  grupo de compuestos formado por 
análogos bicíclicos y tricíclicos del  Δ9-THC  pero que carecen del anillo de pirano. Algunos 
ejemplos de este tipo de cannabinoides son los  desarrollados por la compañía Pfizer, entre ellos 
el CP-55,940 (Fouda et al., 1987) o el Levonantradol (CP 50,556-1) (Milne et al., 1979), ambos 
agonistas no selectivos de los receptores cannabinoides CB
1 
y CB
2
. 
 
 
 
En el grupo  de los aminoalquilindoles,  se  incluyen  moléculas cuya estructura química 
deriva de la pravadolina, es decir, son compuestos que  no están relacionados estructuralmente 
con los cannabinoides botánicos pero muestran un perfil farmacológico cannabimimético. El 
cannabinoide de referencia en este grupo es el WIN-55,212-2. Este cannabinoide fue desarrollado 
en los años 90 por la farmacéutica americana Sterling Winthrop (D’Ambra et al., 1992) y se 
caracteriza por presentar una alta afinidad y eficacia en su interacción con ambos tipos de 
receptores cannabinoides, aunque exhibe cierta selectividad por los receptores CB
2
. Otros 
cannabinoides del grupo de los aminoalquilindoles son el 1-propil-2-metil-3-(1-naftoil) indol (JWH-
015) (Huffman et al., 2006) y el (1-(2,3-diclorobenzoil)-2-metil-5-metoxi-3-(2-[1-morfolino] etil) 
indol) (L-768,242 o GW405833) (Gallant et al., 1996). 
 
 
Al último gran grupo de cannabinoides de síntesis química, el de los eicosanoides, 
pertenecen los cannabinoides que derivan estructuralmente de los endocannabinoides producidos 
por las células de origen animal. La modificación de la estructura de la AEA ha permitido 
desarrollar la primera generación de agonistas selectivos para los receptores CB
1
,  entre  este tipo 
de compuestos destacan, en menor proporción,  la metanandamida (AM-356), un derivado mucho 
más estable que la AEA a la hidrolisis enzimática (Abadji et al., 1994),  pero sobre todo la 
araquidonoil-2-cloroetilamida (ACEA) o la araquidonoilciclopropilamida (ACPA) (Hillard et al., 
1999).
 
 
Los estudios de estructura-actividad también han permitido el desarrollo de antagonistas 
selectivos para los receptores cannabinoides, algo que durante mucho tiempo se intentó a partir 
de agonistas parciales pero que no se pudo conseguir hasta mitad de los años 90.  Estos son 
compuestos que bloquean las respuestas mediadas por los receptores  a los que se unen por lo 
que han representado una herramienta farmacológica muy útil para identificar el tipo de receptor 
implicado en los diferentes efectos de los cannabinoides. Algunos ejemplos de este tipo de 
compuestos son el SR141716A (Rimonabant) (Rinaldi-Carmona et al., 1994) y el SR144528 (Rinaldi-
Carmona et al., 1998), que fueron los dos primeros compuestos sintetizados con actividad 
antagonista selectiva para los receptores CB
1
 y CB
2
, respectivamente. Posteriormente se 
   
  
desarrollaron otros como el AM251 (específico del receptor CB
1
) y el AM630 (específico del 
receptor CB
2
).  
 
 
El descubrimiento de la maquinaria de síntesis y degradación de endocannabinoides ha 
permitido desarrollar una serie de compuestos capaces de potenciar el tono cannabinoide 
endógeno al actuar sobre algunas moléculas diana de este sistema implicadas en la inactivación de 
los endocannabinoides. Ejemplos de los mismos son el fluoruro de palmitilsulfonilo AM374 
(Gifford et al., 1999) y el AM404 (Beltramo et al., 1997), inhibidores de la FAAH y del transportador 
que media la recaptación de AEA respectivamente. Aunque en el caso del AM404, se encontraron 
posteriormente otros efectos farmacológicos como la activación de los receptores TRPV1. 
Posteriormente a esto, se han desarrollado otros inhibidores de la FAAH (URB). De la MAGL (URB) y 
del transportador (VDM1, ODM1, ODM2 y UCM707).  
Dentro de la categoría de modificadores del tono endocannabinoide se podrían incluir 
también algunos moduladores alostéricos de los receptores cannabinoides, principalemnete del 
receptor CB1, que han sido desarrollados y caracterizados de forma reciente (Pertwee and Ross, 
2002). Su activación permitiría intensificar, pero también atenuar, la acción de los 
endocannabinoides a través de sus receptores.  
 
 
 
Como se ha indicado antes en el caso de los ligandos cannabinoides la mayor parte de los 
efectos de los cannabinoides están mediados por la activación de los receptores cannabinoides  
CB
1
 y CB
2
,
, 
ambos receptores de tipo GPRC.
 
 Los receptores cannabinoides están acoplados a 
diferentes sistemas efectores que modulan rutas de señalización intracelular de gran importancia 
como la vía de la adenilato ciclasa (AC), diferentes canales iónicos y varias cascadas de proteínas 
quinasas, como la vía de las proteínas quinasas activadas por mitógenos (MAPK, del inglés
) y la vía de la proteína quinasa B (Akt) (Demuth y Molleman, 
2006). Recientemente, también se ha descrito la capacidad de los receptores cannabinoides de  
señalizar a través de la formación de dímeros con otros GPCR (Callén et al., 2012; Carriba et al., 
2007; Martínez-Pinilla et al., 2014; Navarro et al., 2008; Rios et al., 2006).    
Algunos cannabinoides son también capaces de actuar de manera independiente de los 
receptores cannabinoides CB
1
 y CB
2, 
 activando otros receptores celulares como: (i) el receptor 
vanilloide TRPV1 (Zygmunt et al., 1999), lo que permite efectos a nivel de la conductancia iónica;  
(ii) el receptor huérfano GPR55 (Ryberg et al., 2007), quien es también un receptor metabotrópico 
como el receptor CB
1
 y el receptor CB
2
, pero que regularía diferentes rutas intracelulares  y (iii) los 
receptores nucleares de la familia PPAR (Sun y Bennett, 2007), con la capacidad de modular  
diferentes factores de transcripción que producen la expresión/inhibición de determinados genes. 
Este conjunto de mecanismos celulares (cambios en la conductancia iónica, regulación de 
mensajeros intracelulares y/o modulación de factores de transcripción, constituye el conjunto de 
mecanismos por los cual los endocannabinoides regulan algunos de los procesos clave de la 
    
  
función celular. Las principales vías reguladas por los receptores CB
1
 y CB
2
 se muestran en el 
esquema de la  
Figura . 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
   
  
 
La mayor parte de los efectos de los cannabinoides, tanto sobre el sistema nervioso 
central como sobre diversas localizaciones periféricas, están  mediados por el receptor CB
1. 
La 
activación de los receptores CB
1
 produce, a través de la proteína inhibitoria G
i/0
, la inhibición de la 
AC. Esto ocasiona un descenso de los niveles de adenosin monofosfato ciclico (AMPc) y, por 
consiguiente, una disminución de la capacidad de fosforilación de proteínas quinasas 
dependientes de AMPc, (proteína quinasa A, PKA, del inglés ) (Davis et al., 2003). 
Sin embargo, y bajo determinadas circunstancias, el receptor CB
1
 es también capaz de acoplarse a 
proteínas Gs, dando lugar a una acumulación del AMPc (Demuth y Molleman, 2006; Glass y Felder, 
1997). Esta dualidad en su acción sobre los niveles de AMPc podría estar basada en las diferentes 
conformaciones del receptor CB
1,
  dependientes de las distintas afinidades hacia las proteínas G de 
los diferentes agonistas  (Clarke, 2005; Glass y Northup, 1999).  
Los cannabinoides, a través del receptor CB
1
 y de la proteína Gi/o (Lograno y Romano, 
2004) (Lograno y Romano, 2004) o a través de Gq/11 (Lauckner et al., 2005), también pueden 
regular a otros sistemas efectores como la fosfolipasa C (PLC). Esta enzima, localizada en la 
membrana plasmática, hidroliza al fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PIP
2
) dando lugar a la formación 
de los segundos mensajeros inositol trifosfato (IP
3
, del inglés ) y diacilglicerol 
(DAG) (Mombouli et al., 1999; De Petrocellis et al., 2007) que producen un aumento en la 
concentración intracelular de calcio por activación de los receptores de IP
3
 del retículo 
endoplasmático y la activación de la proteína quinasa C (PKC, del inglés ) 
respectivamente (Howlett y Mukhopadhyay, 2000; Netzeband et al., 1999). 
Además de las vías de señalización anteriores, los cannabinoides también activan a través 
del receptor CB
1
 varias cascadas de MAP quinasas como p44/42 (Davis et al., 2003), JNK, p38 
(Herrera et al., 2005; Liu et al., 2000; Rueda et al., 2000) o la vía de la quinasa de supervivencia 
Akt, (Gómez del Pulgar et al., 2000; Molina-Holgado et al., 2002). De este modo los receptores CB
1
 
pueden regular vías de señalización características de neurotrofinas y factores de crecimiento 
como NGF, BDNF o EGF  (Butovsky et al., 2005; Sánchez et al., 2003) y tienen un papel importante 
en la regulación en los procesos de supervivencia celular.   
Los receptores CB
1 
son también capaces de regular proteínas G monoméricas como Rap1 y 
Rho, o tirosina quinasas citosólicas como Src (He et al., 2005; Mahavadi et al., 2014). Todos estos y 
otros mecanismos de señalización participan en el control de muchas funciones celulares 
importantes como la proliferación, diferenciación y apoptosis (Bouaboula et al., 1995; Galve-
Roperh et al., 2008). 
Por otro lado, la activación del receptor cannabinoide CB
1
 es capaz de aumentar la 
expresión de óxido nítrico (NO, del inglés ) a través de la activación de la óxido nítrico 
sintasa constitutiva dependiente de calcio (cNOS, del inglés  ) 
(Fimiani et al., 1999). El NO producido de forma constitutiva actúa como un represor de la 
expresión de NFkB (del inglés ), un 
factor de transcripción  que está implicado en la regulación de varios genes de inflamación como 
la óxido nítrico sintasa inducible  (iNOS, del inglés )  y la 
interleuquina de tipo 6 (IL- 6) (Fimiani et al., 1999). También se ha visto que los cannabinoides 
pueden atenuar la inducción de iNOS  ejercida por estímulos proinflamatorios (Esposito et al., 
2006).  
    
  
Los receptores CB
1
, además, pueden modular el metabolismo de esfingolípidos 
aumentando los niveles de ceramida por activación de la enzima esfingomielinasa (SMasa) (Gómez 
del Pulgar et al., 2002; Sánchez et al., 1998). La acumulación de ceramida induce una respuesta de 
estrés en el retículo endoplásmico que desencadena la inducción sucesiva de la proteína de estrés 
p8, los factores de transcripción ATF-4 y CHOP y la pseudoquinasa TRB3, implicados en los 
procesos de muerte celular (Galve-Roperh et al., 2008).  
Por último, los cannabinoides, a través de los receptores CB
1
 y también CB
2 
pueden 
controlar la expresión de genes de expresión temprana como Krox-24 (Bouaboula et al., 1995, 
1996) así como modular  los factores de transcripción CREB/ATF, Fos y NFκB, entre otros (Herring 
et al., 1998; Kaminski, 1998), aunque es posible que en este tipo de modulación también participe 
la señal de los cannabinoides mediada por los receptores nucleares de la familia PPAR. 
Debido a la gran diversidad de mecanismos de señalización a los que el receptor CB
1
 
puede estar acoplado, se ha postulado que el efecto estimulador o inhibidor, en una determinada 
vía de señalización podría depender del contexto celular (tejido donde esté situado el receptor, 
localización presináptica/postsináptica, tipo de ligando y patofisiología).  
 
 
 
La activación del receptor CB
2
 conlleva efectos inhibitorios a nivel del sistema de la 
adenilato ciclasa/AMPc, (Felder et al., 1995; Pacher et al., 2006) así como estimulación de la vía de 
las quinasas activadas por mitógenos (ERK, JNK y p38) (Felder et al., 1995) y la vía de la PI3K-Akt 
(Sánchez et al., 2003). Además,  produce un aumento de la concentración de calcio intracelular 
través de la vía PLC-IP
3
 (Zoratti et al., 2003).  Hasta hace poco no parecía que el receptor CB
2
 
modulase canales iónicos (Felder et al., 1995; McAllister et al., 1999; Pertwee, 1997), pero 
recientemente, se ha descrito que la estimulación del receptor CB
2
 en miocitos ventriculares de 
rata puede modular la conductancia de los canales de potasio dependientes de ATP (K
ATP
) (Li et al., 
2012). La activación del receptor CB
2
 produce una disminución de la expresión de las enzimas 
pro-inflamatorias ciclooxigenasa de tipo 2 (COX-2) e iNOS, (Castillo et al., 2010).  
 
 
Además de los mecanismos de transducción de señales mencionados anteriormente es importante 
destacar que en algunas estructuras cerebrales  los receptores CB
1
 pueden formar heterómeros  
con otros receptores que también están acoplados a proteínas G y que utilizan sistemas efectores 
similares, como los receptores opioides de tipo μ , adenosina A
2A
, dopaminérgicos D1 y D2, 
angiotensina AT1 y también otros receptores cannabinoides como CB
2 
y  GPR55
, 
 de forma que se 
ha propuesto que estos receptores interaccionan entre ellos formando heterómeros (Callén et al., 
2012; Carriba et al., 2007; Martínez-Pinilla et al., 2014; Navarro et al., 2008; Rios et al., 2006). Los 
heterómeros de receptores GPCR son complejos macromoleculares con características funcionales 
propias, que pueden ser diferentes a las de los receptores que los constituyen. Así, la 
oligomerización constituye un mecanismo por el cual un mismo GPCR puede presentar 
funcionalidades diferentes y específicas (Ferré et al., 2009). En esta Tesis se hace énfasis en la 
   
  
formación de heterómeros del receptor CB
1
 con los receptores de adenosina A
2A
 y con los 
receptores CB
2
.  
 
 
 
Los receptores A
2A
 y CB
1
 se codistribuyen en varias áreas del SNC, como el estriado, 
cerebelo, hipocampo y corteza cerebral (Herkenham et al., 1991a; Svenningsson et al., 1999). A 
través de aproximaciones  e  se ha detectado la existencia de interacciones 
moleculares y funcionales entre ambos receptores en el estriado y globo pálido de rata y en 
células transfectadas (Carriba et al., 2007). Se ha descrito que la formación del heterómero CB
1
-A
2A 
 
juega un papel relevante en varios de los efectos bioquímicos de los receptores CB
1
. En este 
sentido, se ha observado que en células de neuroblastoma humano la señalización del receptor 
CB
1
 es totalmente dependiente de la activación de los receptores A
2A
. Es decir, en estas células, la 
estimulación del receptor CB
1
 sólo produce una disminución en los niveles de AMPc si los 
receptores A
2A
 son simultáneamente coactivados (Carriba et al., 2007). Esto indica que la activación 
de los receptores A
2A
 en el complejo heterodimérico CB
1
-A
2A 
permite el acoplamiento eficaz de los 
receptores CB
1
 a proteínas G
i/o
. No obstante, hay que señalar que otros autores encontraron que el 
bloqueo génico de los receptores A
2A
 no perjudica la capacidad de los agonistas cannabinoides de 
activar las proteínas Gi/o (Soria et al., 2004). De forma análoga, en células transfectadas 
únicamente con el receptor CB
1 
se observa que este receptor se acopla y activa a proteínas Gi/o, 
provocando una inhibición de la acumulación de AMPc inducida por forskolina (Felder et al., 1996; 
Hillard et al., 1999).  Se ha sugerido que es en presencia del receptor A
2A
 (cuando se forma el 
heterómero CB
1
-A
2A
) que la funcionalidad del receptor CB
1
 depende de la activación del receptor 
A
2A
. Esto no descarta, sin embargo, que existan vías de señalización del receptor CB
1
 
independientes de la proteína Gi/o que no dependan del receptor A
2A 
(Carriba et al., 2007). 
 
 
 
Mediante técnicas biofísicas y bioquímicas se ha identificado la formación de heterómeros entre 
los receptores CB
1
 y CB
2
 en células neuonales transfectadas  y en cerebro de rata en el núcleo 
acumbens y globo pálido (Callén et al., 2012). Estos estudios demuestran que la coactivación con 
agonistas de ambos receptores da lugar a una interacción negativa en la fosforilación de la 
proteína Akt. Además, se ha demostrado que el tratamiento con antagonistas de los receptores CB
2
 
puede bloquear el efecto de los agonistas CB
1
 y viceversa dando lugar a un fenómeno de 
antagonismo cruzado bidireccional. Estos datos  sugieren que, incluso aunque los niveles de 
expresión sean bajos, el papel de los receptores CB
2
 sería relevante, ya que podrían inhibir la 
señalización de los receptores CB
1
 en zonas específicas (Callén et al., 2012).  
 
 
 
    
  
 
 
Además de a los receptores CB
1
 y CB
2
, algunos endocannabinoides pueden unirse a otro tipo de 
receptores, como es el  receptor huérfano GPR55. Al ser activado, el receptor GPR55 se une a 
proteínas Gα13 (Ryberg et al., 2007), aunque también se puede unir a Gq o Gα12 (Lauckner et al., 
2008). A través de estas vías, los cannabinoides  producen  la activación de varias vías de 
señalización entre las que se incluyen, por ejemplo, la vía de las MAPK,  la activación de la PKC, el 
aumento de la concentración de calcio intracelular  mediado a través de la vía PLC/IP
3 
y de 
proteínas G pequeñas como rhoA, cdc42 y rac1 y la activación de varios factores de transcripción 
como NFAT o NFkB (Balenga et al., 2011; Henstridge et al., 2009, 2010; Kapur et al., 2009; 
Lauckner et al., 2008; Waldeck-Weiermair et al., 2008). Otro receptor con actividad 
cannabimimética, el receptor GPR119, está acoplado a proteínas Gs, dando lugar tras su 
activación, a un aumento en la concentración de AMPc intracelular  (Godlewski et al., 2009). En 
cuanto al receptor vanilloide TRPV1, es un canal catiónico no selectivo permeable a Na+, Ca2+ y H+, 
por lo tanto, su activación produce un aumento en la concentración de calcio intracelular (Roberts 
et al., 2002). Algunos cannabinoides como la AEA pueden funcionar como ligandos de este 
receptor cita, mientras que algunos derivados moleculares del ácido araquidónico como NADA se 
comportan como ligandos selectivos (Bisogno et al., 2000). Por último, la activación de los 
receptores nucleares PPARs  por los cannabinoides regula la expresión génica de un conjunto de 
genes, como por ejemplo, el factor NFkB, el gen de la iNOS o la COX-2, entre otros (Stahel et al., 
2008; Sun et al., 2006). Algunos fitocannabinoides como el CBD y el Δ9-THC, o los 
endocannabinoides AEA y 2-AG pueden unirse a los receptores PPAR. 
 
 
 
Los datos obtenidos en cuanto a la contribución de los endocannabinoides en procesos 
tales como la inhibición de la liberación de neurotransmisores, la diferenciación neuronal  y la 
supervivencia neuronal (Derkinderen et al., 1996; Galve-Roperh et al., 2008; Rueda et al., 2002) han 
sugerido que el sistema cannabinoide endógeno es un regulador homeostático importante que 
garantiza un ajuste fino de la información procesada en el cerebro y proporciona mecanismos de 
regulación destinados a preservar la estructura y la función de los circuitos cerebrales (Castillo et 
al., 2012). El principal mecanismo por el cual los endocannabinoides regulan la función sináptica 
es a través de la señalización retrógrada (Kano et al., 2009). 
El papel de los endocannabinoides  como mensajeros retrógrados comienza  tras la 
llegada del impulso nervioso y la despolarización al botón terminal sináptico, señal que produce la 
liberación del neurotransmisor. La unión del neurotransmisor a su receptor postsináptico produce 
la entrada de calcio en el elemento postsináptico y con ella la síntesis de endocannabinoides a 
partir de precursores lipídicos.  Tras la difusión del endocannabinoide a través de la membrana 
plasmática hacía el espacio sináptico y unión del endocannabinoide al receptor CB
1 
en el terminal
 
presináptico se produce,  mediante la inhibición presináptica de canales de calcio y/o activación 
de canales de potasio, la inhibición de la liberación del neurotransmisor (Di Marzo et al., 1994, 
1998) ( 
   
  
Figura 9).  Así, los endocannabinoides son compuestos que son sintetizados bajo demanda 
tras la llegada de diversos estímulos fisiológicos y patológicos y actúan en las proximidades del 
lugar donde se han liberado. Una vez han ejercido sus efectos, los endocannabinoides son 
transportados al interior celular donde son degradados por la acción de sistemas enzimáticos 
específicos.  
La señalización retrógrada de las moléculas endocannabinoides está ampliamente 
distribuida en todo el SNC, aunque parece que está más concentrada en ciertos fenotipos 
neuronales (neuronas GABAérgicas, glutamatérgicas y colinérgicas), dentro de regiones cerebrales 
particulares como  el hipocampo, cerebelo, amígdala, estriado y médula espinal (Kano, 2014). Esta 
acción inhibitoria de los endocannabinoides permite regular la neurotransmisión de 
neurotransmisores clásicos, como el GABA y el glutamato (Alger, 2002; Wilson y  Nicoll, 2002), 
cuyo exceso de actividad (inhibitoria en el caso del GABA, y excitatoria en el caso del glutamato) 
pueden conllevar importantes alteraciones homeostáticas, por lo que el papel de los 
endocannabinoides como mensajeros retrógrados puede considerarse una función de tipo 
protector. 
 
 
 
 
Mediante la señalización retrógrada, los endocannabinoides son capaces de participar en 
la regulación a corto plazo de la sinapsis, proceso conocido como supresión inducida por la 
despolarización (DS, del inglés ). Si este proceso sucede en 
neuronas que liberan neurotransmisores inhibidores, como el GABA, se considera una DS de la 
inhibición (DSI, del inglés . Si el neurotransmisor 
    
  
que los endocannabinoides modulan es excitador, como el glutamato, será una DS de la excitación 
(DSE, del inglés ) (Freund et al., 2003; Wilson y 
Nicoll, 2002).  El papel del endocannabinoide como inductor de DSE o DSI depende por tanto del 
tipo de neurona, pero también parece influido por ciertas condiciones basales, especialmente en 
relación con la concentración de calcio intracelular (Freund et al., 2003; Howlett et al., 2004).  
Además de esta regulación inmediata de la transmisión sináptica, el sistema 
endocannabinoide participa en la plasticidad sináptica a largo plazo. Así, la señalización 
retrógrada mediada por endocannabinoides se ha relacionado con los fenómenos denominados 
depresión a largo plazo (LTD, del inglés ) y potenciación a largo plazo (LTP,
).  Ambas formas de plasticidad implican cambios a largo plazo en 
la eficacia de la transmisión sináptica en las neuronas GABAergicas y/o glutamatérgicas (Castillo 
et al., 2012; Zhu, 2006). Tanto los procesos de DSE/DSI como los de LTD/LTP inducidos por los 
endocannabinoides se han descrito en diversas áreas cerebrales (núcleo accumbens, hipocampo, 
amígdala, corteza cerebral y cerebelo) y son de crucial importancia en procesos de plasticidad 
sináptica y contribuyen a los procesos de aprendizaje y memoria (Castillo et al., 2012; Zhu, 2006). 
Además de los neurotransmisores GABA y glutamato, los endocannabinoides modulan la 
liberación de otros neurotransmisores como acetilcolina, serotonina, y , en menor medida,  
dopamina, noradrenalina, entre otros, por lo que se postula su implicación en la regulación de 
muchos procesos neuroquímicos (Freund et al., 2003; Howlett et al., 2002). 
Por otro lado,  existen evidencias que sugieren que la señalización de los 
endocannabinoides puede ocurrir de forma autocrina. En este tipo de señalización, los 
endocannabinoides sintetizados en la neurona postsináptica modulan la función neural y la 
transmisión sináptica mediante la activación de los receptores postsinápticos CB
1
 o TRPV1.  
Estudios recientes también indican que los endocannabinoides pueden actuar a través de los 
astrocitos modulando indirectamente la función sináptica (Castillo et al., 2012; Navarrete y 
Araque, 2010; Navarrete et al., 2014), lo que ha llevado a considerar la comunicación astrocito-
neurona como una de las principales tareas en las que está involucrado los endocannabinoides en 
el SNC (Navarrete y Araque, 2008, 2010; Navarrete et al., 2014).   
 
 
El sistema cannabinoide endógeno  está implicado en una gran variedad de  procesos 
fisiológicos, en el sistema nervioso central y periférico (Irving et al., 2002), en el sistema inmune 
(Cabral y Staab, 2005)  y cardiovascular (Pacher y Steffens, 2009), así como a nivel del metabolismo 
energético y a nivel endocrino. En el SNC,  la mayoría de las acciones fisiológicas de los 
cannabinoides parecen estar mediados por la activación del receptor CB
1
, aunque tampoco se 
descarta que algunos de estos efectos centrales de los cannabinoides puedan estar mediados total 
o parcialmente por los receptores CB
2
 (Morgan et al., 2009; Onaivi et al., 2012) e incluso a través de 
mecanismos alternativos (Castillo et al., 2012). El sistema cannabinoide endógeno participa en la 
modulación de procesos controlados desde áreas del SNC donde el receptor CB
1
 es especialmente 
abundante. Entre estos procesos destacan el control de la actividad motora (que se corresponde 
con una alta densidad de los receptores CB
1
 en ganglios basales y cerebelo) (Howlett et al., 2002; 
Di Marzo et al., 2000), nocicepción (áreas espinales y supraespinales) (Cravatt y Lichtman, 2004), 
   
  
memoria y aprendizaje (corteza cerebral e hipocampo) (Riedel y Davies, 2005), emociones 
(amígdala) (Martin et al., 2002), y diversas funciones neuroendocrinas (hipotálamo) (Ameri et al., 
1999; Pagotto et al., 2006), entre otros (Tabla 3). Además, el  sistema cannabinoide endógeno la 
regulación de la supervivencia neuronal (Galve-Roperh et al., 2008), participando en varios 
mecanismos de neuroprotección del SN, como por ejemplo el control de la  hiperexcitabilidad  
(Marsicano et al., 2003) e inflamación (Ashton y Glass, 2007; Kaplan, 2013) . Estos, y otros  
mecanismos neuroprotectoras de los cannabinoides, están mediados por los receptores CB
1,
 
presentes en neuronas y en células glíales, pero también por los receptores CB
2,
 (Ashton y Glass, 
2007; Kaplan, 2013; Marsicano et al., 2002, 2003; van der Stelt y Di Marzo, 2005).  
 
 
 
 
 
Dado que el objetivo de esta Tesis Doctoral se centra en el estudio de patologías que 
afectan preferentemente al control de la actividad y de la coordinación motora, y que se producen 
a través de procesos de degeneración de estructuras específicas del SNC, a partir de ahora esta 
Introducción se centrará en revisar la relación de los cannabinoides en el control motor así como 
con los procesos de supervivencia neuronal. 
 
 
 
 
 
    
  
 
 
Una de las acciones fisiológicas del sistema cannabinoide endógeno es el control de la 
actividad motora, especialmente los movimientos automatizados que se controlan desde los 
ganglios basales, así como la cooordinación motora que se regula desde el cerebelo. La implicación 
del sistema cannabinoide endógeno en la regulación de la actividad motora se basa en tres líneas 
de evidencia:  
 
i. Se ha demostrado que los agonistas cannabinoides, sobre todo los agonistas CB
1
, tienen 
potentes efectos  sobre la actividad motora (Fernández-Ruiz y González, 2005). 
 
ii. Se ha descrito que los principales elementos del sistema cannabinoide endógeno están 
presentes a niveles elevados en las áreas cerebrales relacionadas  con el control de la 
actividad motora (corteza cerebral, ganglios basales, cerebelo, tronco encefálico y medula 
espinal) (Cuadro 3).  Cabe destacar que el receptor CB
1
 es especialmente abundante en los 
ganglios basales y en el cerebelo. 
 
iii. También se ha demostrado que diferentes elementos del sistema cannabinoide endógeno 
están  alterados en el cerebro de pacientes afectados por varios tipos de trastornos 
motores, así como en modelos experimentales de estas patologías (por ejemplo la 
enfermedad de Parkinson, enfermedad de Huntington, distonía o disquinesia) (Fernández-
Ruiz, 2009) 
 
Los principales efectos de los agonistas cannabinoides sobre la actividad motora  son 
hipoactividad, catalepsia y ataxia (Sañudo-Peña et al., 2000). No obstante, su efecto más bien 
parece ser bifásico, ya que, a dosis bajas de estos compuestos tienen un efecto estimulador sobre 
la actividad locomotora, mientras que a dosis altas producen una inhibición de la misma (Sañudo-
Peña et al., 2000).  
Estos efectos motores de los agonistas cannabinoides han demostrado ser el resultado de 
la capacidad de estas sustancias, y de las dianas a través de las que actúan, de interferir directa o 
indirectamente en la actividad dee los principales neurotransmisores implicados en los circuitos 
cerebrales que regulan la actividad motora. Por ejemplo, en los ganglios basales, los 
endocannabinoides y sus receptores interaccionan con el glutamato y con el GABA de forma 
directa, y con dopamina de forma indirecta, con el resultado final de producir efectos 
hipoquinéticos y depresores cuando el tono endocannabinoide está elevado, y lo contrario cuando 
la actividad endocannabinoide se inhibe (Cadogan et al., 1997; Fernández-Ruiz y González, 2005; 
Fernández-Ruiz et al., 2002; Romero et al., 1995).  
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En la otra estructura cerebral implicada en el control del movimiento, el cerebelo, los 
cannabinoides, a través de la activación del receptor CB
1, 
producen
 
cambios en las sinapsis 
GABAérgicas y glutamatérgicas de las células de Purkinje. La modulación de estas sinapsis 
produce alteraciones en el procesamiento de la información que llega al cerebelo  dando lugar a 
problemas en la coordinación  y ejecución de movimientos precisos. Esto está en concordancia  
con la ataxia e incoordinación motora producida por los cannabinoides (DeSanty y Dar, 2001; Patel 
y Hillard, 2001).  
 
 
 
Se sabe que ante una situación patológica del sistema nervioso existe una respuesta 
endógena que tiene como objetivo preservar la estructura, función y viabilidad de las neuronas. 
Esta respuesta neuroprotectora consiste en la inducción de una serie de procesos que actúan de 
forma conjunta para incrementar el potencial de supervivencia de las células nerviosas y 
promover la recuperación funcional. El sistema cannabinoide endógeno es capaz de actuar  de 
forma directa en vías de proliferación, diferenciación y homeostasis celular lo que sugiere un 
importante papel  de este sistema de señalización en la regulación de los mecanismos de 
supervivencia celular (Fagan y Campbell, 2014; Gowran et al., 2011). Se ha visto cómo en diversas 
situaciones patológicas existe una respuesta de este sistema de señalización que se refleja en un 
incremento en los niveles de endocannabinoides  e inducción de sus receptores, sobre todo del 
receptor CB
2
 (Benito et al., 2008; Hansen et al., 2002; Massi et al., 2008; Mechoulam et al., 2002). 
Además, se ha visto cómo la activación de estos receptores se asocia con una activación de las vías 
de señalización encargadas de reparar el daño celular, atribuyéndose por tanto a los agonistas 
cannabinoides un efecto neuroprotector (van der Stelt y Di Marzo, 2005). Este papel 
neuroprotector del sistema endocannabinoide es en realidad un papel dual ya que, junto a la 
capacidad de preservar las neuronas y las células gliales frente a estímulos citotóxicos, el sistema 
cannabinoide también es capaz de provocar la apoptosis de células transformadas como son las 
células tumorales (glioma u otros tumores cerebrales) (Velasco et al., 2007), lo que también se 
asocia con la función de este sistema de señalización en la regulación de la supervivencia celular. 
En este contexto, diversos estudios han demostrado que la activación de los receptores 
CB
1
 hacen a las neuronas menos vulnerables a diferentes tipos de estímulos citotóxicos, 
principalmente excitotoxicidad pero también estrés oxidativo e inflamación (Marsicano et al., 
2002; Walter y Stella, 2004; Zoppi et al., 2011). Por otro lado, la activación de los receptores CB
2
 
localizados en células gliales se ha visto que mejora la homeostasis y la supervivencia neuronal, 
bien a través de reducir los estímulos citotóxicos que las células de microglía reactiva ejercen 
sobre las neuronas, bien a través de incrementar el apoyo trófico que ejercen los astrocitos, o bien 
a través de la combinación de ambos efectos (Fernández-Ruiz et al., 2007, 2008). Es importante 
destacar que, además de los efectos neuroprotectores mediados por los receptores cannabinoides 
CB
1
 y CB
2,
 existen compuestos cannabinoides con una afinidad muy baja por estos receptores pero 
que también presentan capacidad neuroprotectora, por ejemplo por sus propiedades 
antioxidantes, como es el caso del CBD (Fernández-Ruiz et al., 2013). Este tipo de compuestos 
como el CBD, pero también el dexanabinol (HU-211) y algunas -aciletanolaminas como  la PEA y 
la OEA, pueden actuar a través de dianas que no pertenecerían al sistema endocannabinoide, por 
   
  
ejemplo, los receptores HT1A, el transportador de adenosina, los receptores -metil-D-aspartato 
(NMDA, del inglés  y, sobretodo, los receptores nucleares PPAR 
(Fernández-Ruiz et al., 2013; Pandolfo et al., 2011; Sánchez-Blázquez et al., 2014; Sun y Bennett, 
2007). Esto significa que los mecanismos moleculares que están implicados en las propiedades 
neuroprotectoras de los cannabinoides son muy diversos y, frecuentemente, se complementan 
entre sí lo que, sin duda, representa su principal ventaja sobre otro tipo de moléculas 
neuroprotectoras (Figura 10).   
 
 
 
 
 
 
    
  
Estas propiedades neuroprotectoras de los cannabinoides resultan interesantes para el 
tratamiento de las enfermedades neurológicas en las que el daño neuronal es consecuencia de la 
acumulación de diversos mecanismos. En este sentido, numerosos estudios a nivel preclínico y 
clínico han descrito a los agonistas de los receptores cannabinoides CB
1
 y/o CB
2
, así como 
cannabinoides con mecanismos de acción independientes de estos receptores,  como 
neuroprotectores en modelos animales de daño agudo como la isquemia y el trauma cerebral  y 
también en enfermedades neurodegenerativas crónicas como la enfermedad de Parkinson, la  
enfermedad de Huntington, la enfermedad de Alzheimer o la esclerosis lateral amiotrófica (ELA), 
entre otras (Fernández-Ruiz et al., 2010, 2014; Giacoppo et al., 2014). En la 
 se muestran de forma resumida algunos de los mecanismos 
de neuroprotección inducidos por los cannabinoides en estas enfermedades.  
 
 
 
 
   
  
A continuación se presentan los principales mecanismos implicados en estos efectos 
neuroprotectores: 
 
 
 
En los procesos neurodegenerativos agudos y crónicos se produce una liberación masiva 
de aminoácidos excitatorios, como el glutamato, que al interaccionar con diferentes receptores 
celulares, como el receptor NMDA, produce un aumento rápido y masivo de calcio en las neuronas, 
lo que ocasiona una sobreactivación de mecanismos celulares dependientes de calcio que resultan 
ser destructivos para la célula (ver en la siguiente sección)  (Dong et al., 2009; Sattler y Tymianski, 
2000) . En este contexto, los cannabinoides  tienen la capacidad de  activar  los receptores CB
1  
presinápticos, lo cual produce una disminución de la liberación de glutamato y por lo tanto 
disminución del daño neuronal (Gilbert et al., 2007; Hampson y Grimaldi, 2001; Kim et al., 2006; 
Skaper et al., 1996; Zoppi et al., 2011) (  A). 
 
 
Un exceso de iones calcio en el interior celular produce la activación de distintos tipos de 
enzimas degradativas, proteínas quinasas, así como de varías vías de generación de radicales 
libres.  Además, el calcio intracelular también puede penetrar en el núcleo neuronal. El aumento 
intranuclear del calcio es crítico para la transcripción genética, pues activa genes proapoptóticos y 
una cascada de fenómenos bioquímicos y moleculares que culminan con el aumento de las 
caspasas y muerte neuronal por apoptosis (Sattler y Tymianski, 2000). La activación del receptor 
CB
1
 por los cannabinoides inhibe la liberación de calcio intracelular, evitando así la activación de 
las cascadas intracelulares dependientes de calcio con capacidad de producir daño neuronal (van 
der Stelt y Di Marzo, 2005; Zhuang et al., 2005). Recientes estudios sugieren que la activación de 
los canales TRPV1 también puede contribuir a reducir los niveles de calcio intracelular (Iannotti et 
al., 2014) (Tabla 4 B). 
 
 
 
Cuando se desencadenan procesos de daño en el sistema nervioso se produce la liberación 
de moléculas que favorecen la muerte neuronal. Un ejemplo de estos procesos incluye la síntesis 
masiva de NO, y la producción por parte de las células gliales de citoquinas y moléculas 
mediadoras de la respuesta neuroinflamatoria (Allan y Rothwell, 2001; Drechsel et al., 2012). 
Algunos agonistas cannabinoides se comportan como moléculas antiinflamatorias a través de la 
modulación de la respuesta inmune y de la liberación de estos mediadores proinflamatorios. Este 
efecto antiinflamatorio esta mediado principalmente por la activación de los receptores CB
2
, 
aunque también CB
1
, e incluso a través de mecanismos no mediados por dichos receptores (por 
ejemplo, mediados por receptores PPAR-  (Correa et al., 2005, 2007; Klein, 2005; Molina-Holgado 
et al., 1997; Stella, 2004). La activación de estos mecanismos  produce la inhibición de la liberación 
y la síntesis de citoquinas (especialmente IL-1 ) y factor de necrosis tumoral alfa (TNF- del inglés 
a) (Klein, 2005). Los cannabinoides son por tanto capaces de reducir los 
acontecimientos inflamatorios que, frecuentemente, acompañan a distintas enfermedades 
    
  
neurodegenerativas en las que se ha visto que hay activación de células gliales en zonas de lesión 
(De Filippis et al., 2009) (  C, D). 
 
 
 
Uno de los procesos fundamentales en la degeneración neuronal es el estrés oxidativo. La 
condición de estrés oxidativo se da cuando tras una elevación de los niveles de calcio intracelular 
se activan una serie de enzimas  generadoras de factores neurotóxicos, como la óxido nítrico 
sintasa (NOS), potenciándose la producción de radicales libres de nitrógeno y de oxígeno. También 
por el daño de la mitocondria que es la principal fuente de producción de radicales libres. La 
presencia de especies reactivas produce daño neuronal por desnaturalización de proteínas, 
peroxidación de los lípidos de la membrana y rupturas del ADN,  procesos que conllevan en 
último término a la muerte celular (Moncada y Bolaños, 2006). Los cannabinoides pueden ser 
neuroprotectores por su capacidad de disminuir la concentración de radicales libres como las 
especies reactivas de oxígeno (ROS, del inglés ). Este efecto antioxidante  de 
los cannabinoides es doble, y en ambos casos parece ser mediado por un mecanismo 
independiente de los receptores cannabinoides conocidos. Por un lado, algunos cannabinoides 
pueden actuar como lavadoras de radicales libres gracias a la presencia de un anillo fenólico en su 
estructura química, lo que permite a estos compuestos reaccionar con las moléculas reactivas 
neutralizando su efecto tóxico (García-Arencíbia et al., 2007; Hampson et al., 1998; Marsicano et 
al., 2002) (Tabla 4 E). Por otro lado, algunos, algunos cannabinoides podrían interaccionar (se 
desconoce a qué nivel) con las vías intracelulares implicadas en la regulación de la respuesta 
antioxidante, principalmente la señalización por la vía del factor de transcripción Nrf-2 (del inglés 
 (Fernández-Ruiz et al., 2011, 2013). E3s posible que 
esta segunda opción implique la participación de los receptores nucleares PPAR. 
 
  
Diversos estudios han mostrado que los cannabinoides son capaces de regular la 
producción de factores neurotróficos, que constituyen moléculas esenciales para el desarrollo, 
crecimiento y supervivencia de las neuronas maduras en el SNC y periférico (Sofroniew et al., 
2001). En este sentido, se ha demostrado que el Δ9-THC, administrado de forma crónica, puede 
aumentar los niveles del factor neurotrófico derivado de cerebro en diversas zonas cerebrales 
(Butovsky et al., 2005). El BDNF es un regulador clave en los mecanismos de neuroprotección 
dependientes del receptor CB
1
 (Khaspekov et al., 2004) (
F). Diferentes estudios demuestran, además, que los cannabinoides,  a través de los 
receptores CB
1
 y CB
2
,
 
 favorecen  la supervivencia neuronal mediante la activación de diferentes 
vías de señalización como las quinasas de la vía MAPK (Derkinderen et al., 1996),  PKA (Kim et al., 
2005) y a través de la proteína Akt (Molina-Holgado et al., 2002). La activación de la vía de Akt es 
el principal mecanismo por el que las neurotrofinas promueven sus efectos dotando a las células 
de una señal de supervivencia que les permite hacer frente a diferentes estímulos apoptóticos. Por 
tanto, los efectos anti-apoptóticos de los cannabinoides a través de la proteína Akt pueden ser 
debidos a tres mecanismos distintos: (i) Regulación directa de la vía apoptótica, (ii) control 
   
  
transcripcional de la supervivencia celular y (iii) regulación del metabolismo celular (Song et al., 
2005). 
Finalmente, en relación a lo comentado previamente sobre el efecto dual de los 
cannabinoides en  la supervivencia neuronal, estos compuestos pueden aumentar la concentración 
de ceramida en las células, lo que dispara toda una cascada de eventos que incluyen la activación 
de la ruta de estrés del retículo endoplásmico y la inducción de genes implicados en los procesos 
de muerte celular como por ejemplo el coactivador transcripcional p8 o la pseudoquinasa TRB3 
(Galve-Roperh et al., 2008).  Este efecto proapoptótico no se opone al  potencial neuroprotector de 
los cannabinoides, ya que es bastante selectivo frente a células tumorales de origen glial (Sánchez 
et al., 1998) y neuronal (Maccarrone et al., 2000). Los cannabinoides mediante este mecanismo 
ayudan a acelerar la muerte de las células irreversiblemente dañadas, limitando en el tiempo su 
posible efecto lesivo sobre otras células supervivientes (Fowler, 2003).  
 
 
 
Los cannabinoides podrían ser neuroprotectores o también inductores de apoptosis 
mediante la activación de los procesos de autofagia. La autofagia es un mecanismo celular 
implicado en la degradación de macromoléculas o de orgánulos enteros. Este proceso interviene 
en numerosos procesos fisiológicos así como en diferentes condiciones patológicas. Se ha descrito 
que la activación de la autofagia tiene un papel esencial en la eliminación de los agregados de 
proteínas característicos de las enfermedades neurodegenerativas, como son la SCA1 (Iwata et al., 
2005) o la enfermedad de Huntington (Safren et al., 2014). Ciertos agonistas cannabinoides, como 
por ejemplo el Δ9-THC, han demostrado ser capaces de estimular la autofagia celular en células de 
glioma humano. Un mecanismo mediado por el receptor CB
1
 y dependiente de la inhibición  de la 
vía Akt/mTORC1 (del inglés ) (Salazar et al., 2009). En 
base a estos datos, es posible que los cannabinoides tengan también un papel en la protección 
frente a la autofagia que se activa en las enfermedades neurodegenerativas como consecuencia de 
la presencia de agregados proteicos, pero el tema es controvertido por diferentes razones:  
 
i. Si la autofagia es inducida por agonistas cannabinoides para provocar la apoptosis de 
células tumorales, entonces es posible que el efecto contrario, prevención de la autofagia, 
pueda ser provocado por la inhibición de la actividad endocannabinoide (por ejemplo con 
el uso de antagonistas CB
1
) lo cual no está demostrado. 
 
ii. Existen discrepancias en cuanto al papel beneficioso o citotóxico de la autofagia en 
enfermedades neurodegenerativas (Son et al., 2012), ya que para algunos investigadores la 
inducción de autofagia es una forma de defensa frente a la toxicidad de los agregados 
proteicos (en este caso, los agonistas CB
1
 induciendo autofagia serían neuroprotectores), 
pero otros investigadores identifican la inducción de autofagia como un mecanismo que 
contribuye al daño  (en este caso, se necesitarían antagonistas CB
1
 para preservar la 
supervivencia de las neuronas). 
 
 
    
  
 
 
Otro de los mecanismos neuroprotectores atribuidos a los cannabinoides es la capacidad 
de reducir la temperatura corporal, dicho efecto parece estar mediado por los receptores 
cannabinoides CB
1 
(Leker et al., 2003)
. 
La hipotermia se considera uno de los mecanismos 
neuroprotectores naturales, debido a que reduce la tasa metabólica y la demanda de oxígeno, 
reduce la corriente de calcio al interior celular, disminuye el estrés oxidativo, entre otros. Este 
efecto neuroprotector de los cannabinoides puede ser de mayor interés en los procesos 
degenerativos agudos, como la isquemia o el trauma cerebral 
 
(Leker et al., 2003). 
 
 
Una de las causas más comunes de los episodios agudos de neurodegeneración es el daño 
cerebrovascular (infarto cerebral o ictus). Este ocurre cuando un vaso sanguíneo se rompe o es 
taponado. Debido a esta ruptura o bloqueo, las células nerviosas no pueden recibir nutrientes y 
oxígeno, por lo que se afecta su funcionamiento y mueren. En este sentido, los cannabinoides se 
han investigado por las múltiples propiedades neuroprotectoras descritas anteriormente, pero 
también por su capacidad de inducir  vasodilatación. Los cannabinoides son vasodilatadores por 
varios mecanismos mediados por los receptores CB
1
, CB
2 
y TRPV1 y posiblemente sobre otros 
receptores aún no definidos (Golech et al., 2004; Lípez-Miranda et al., 2008; Stefano, 2000; 
Zygmunt et al., 1999). Entre los mecanismos vasodilatadores regulados por los cannabinoides se 
incluyen la liberación de NO, intermedios del metabolismo del ácido araquidónico como 
prostamidas, y péptidos vasoactivos, entre otros.  
 
 
 
Además de su papel, ejercido a través de múltiples mecanismos descritos en los 
anteriores apartados, las cannabinoides también pueden resultar beneficiosos frente al daño 
degenerativo por su capacidad para inducir neurogénesis en cerebro adulto y, por tanto, de 
generar nuevas neuronas pero también células gliales, capaces de remplazar las células dañadas. 
Se ha visto que los cannabinoides, a través de los receptores CB
1
 y CB
2
,  son capaces de regular los 
mecanismos de proliferación y diferenciación de precursores neurales, así como de favorecer su 
migración a los sitios lesionados (Aguado et al., 2007; Rubio-Araiz et al., 2008). Unas propiedades 
que están siendo investigadas para desarrollar terapias reparadoras basadas en la manipulación 
farmacológica del sistema endocannabinoide. 
 
 
 
 
 
 
 
   
  
 
 
 
 
Los pacientes enfermos de SCA presentan problemas relacionados con realización de 
movimientos coordinados y precisos, debido principalmente a la degeneración del cerebelo y sus 
conexiones aferentes y eferentes. Al igual que ocurre con otras patologías neurodegenerativas, la 
eficacia de los tratamientos farmacológicos ensayados en esta enfermedad es aún muy limitada.  
Por ello,  se necesita buscar nuevos fármacos que puedan aliviar los principales síntomas de la 
enfermedad, y sobre todo, que puedan retrasar o prevenir la progresión de la degeneración 
cerebelosa. Los cannabinoides podrían ser de interés a nivel sintomático en las SCAs por su 
capacidad de regular, a través del receptor CB
1
, la transmisión sináptica de los circuitos 
neuronales implicados en la enfermedad. Por otro lado, el tratamiento con cannabinoides podría 
ser útil para frenar o enlentecer la progresión de la muerte neuronal característica de las SCAs, 
gracias a las propiedades neuroprotectoras y neurorreparadoras de estos compuestos que 
implican a los receptores CB
1
 y CB
2
 pero también a otras dianas farmacológicas  (Fernández-Ruiz 
et al., 2010). 
  
 
 
La localización de los receptores y enzimas implicadas en el metabolismo de los 
endocannabinoides en la vía integradora de la información que llega al cerebelo corrobora la 
implicación de este sistema de señalización en la modulación de la plasticidad sináptica en el 
control y aprendizaje motor (Figura ).  Estos datos establecen la base para el uso de este sistema 
de comunicación celular  como una potencial diana para el tratamiento de enfermedades que 
cursan con alteraciones en estas funciones, como son las SCAs (Suárez et al., 2008). 
 
 
 
El cerebelo, principal región afectada en las SCAs, es una de las estructuras cerebrales 
donde hay mayor expresión del receptor CB
1
 en el SNC (Herkenham et al., 1991b; Tsou et al., 
1998b).  Mediante técnicas de inmunohistoquímica y autorradiografía se ha visto que  este 
receptor está localizado en la capa molecular de la corteza cerebelosa, en particular el receptor 
CB
1
 se expresa en la mayoría de los axones que contactan con las dendritas de las células de 
Purkinje: los axones de las células granulares (fibras paralelas),  las fibras aferentes que proceden 
del núcleo de la oliva inferior (fibras trepadoras) y los axones de las  células estrelladas (Ashton et 
al., 2004; Egertová y Elphick, 2000; Herkenham et al., 1991b; Moldrich y Wenger, 2000; Pettit et al., 
1998; Suárez et al., 2008; Tsou et al., 1998b). En la capa de células de Purkinje el receptor CB
1 
se 
    
  
localiza en  los terminales de las células en cestoque  forman unas estructuras características en 
torno al segmento inicial del axón de las células de Purkinje,  conocidas como formaciones tipo 
pincel (Ashton et al., 2004; Egertová et al., 1998; Kawamura et al., 2006; Suárez et al., 2008). En los 
núcleos profundos del cerebelo se ha observado una menor expresión del receptor CB
1 
que se 
localiza sobre todo en los terminales de las fibras trepadoras procedentes de la oliva inferior 
(Suárez et al., 2008). Por otro lado, varios estudios han descrito la presencia del receptor CB
1
  en 
fibras y en las neuronas de  los dos principales núcleos aferentes a la corteza cerebelosa (oliva 
inferior y núcleo pontino)  (Cristino et al., 2006; Matsuda et al., 1993; Suárez et al., 2008; Tsou et 
al., 1998b). 
 
 
    
  
  
 
Mediante el empleo de  técnicas inmunohistoquímicas se ha podido  localizar la presencia 
del receptor CB
2
 en la corteza cerebelosa  (capa granular y capa molecular)  (Suárez et al., 2008). En 
la capa granular, el marcaje se localiza en  axones aferentes procedentes de distintas áreas 
cerebrales (fibras musgosas). En la capa molecular, el receptor CB
2
 parece estar localizado en las 
fibras paralelas (Suárez et al., 2008). Mediante este tipo de técnicas de inmunohistoquímica 
también se ha identificado al receptor CB
2 
en el soma y árbol dendrítico (capa molecular) de las 
células de Purkinje (Ashton et al., 2006; Gong et al., 2006). Sin embargo, otros autores sugieren 
que el marcaje de CB
2
 en las células de Purkinje se localizaría en los terminales de las células en 
cesto que sinaptan con estas células (formaciones tipo pincel)  (Suárez et al., 2008).  En la 
sustancia blanca,  se ha descrito  expresión del receptor  CB
2
 en fibras (Ashton et al., 2006) y en 
células microgliales perivasculares  (Núñez et al., 2004). 
El receptor CB
2
  también se localiza en los núcleos profundos del cerebelo, en concreto en 
los terminales de las fibras musgosas procedentes de otras áreas cerebrales como el núcleo 
pontino, los núcleos vestibulares o la médula espinal. También se ha propuesto que el marcaje del 
receptor CB
2
 en estos núcleos podría  estar localizado en los terminales de los axones procedentes  
de las células de Purkinje (Suárez et al., 2008).   
En cuanto a los otros núcleos cerebrales afectados en las SCAs, se ha visto que el receptor 
CB
2
 está presente tanto en la oliva inferior como en el núcleo pontino. En ambos casos se ha 
propuesto que la localización de este receptor es en fibras que corresponden a colaterales de las 
fibras musgosas procedentes de la médula espinal o incluso en células gliales (Gong et al., 2006; 
Suárez et al., 2008). 
 
 
Las enzimas de síntesis de endocannabinoides, la NAPE-PLD y las isoformas α y β de la 
DAGL, así como las enzimas de degradación, FAAH y MAGL,  se expresan abundantemente en el 
cerebelo (Suárez et al., 2008).  Las enzimas responsables de la biosíntesis  de endocannabinoides 
(NAPE-PLD y DAGL) se expresan de manera postsináptica en el árbol dendrítico y cuerpo celular de 
las células de Purkinje, así como en la capa granular y en los núcleos profundos del cerebelo. 
También se ha descrito la presencia de estas enzimas en los cuerpos celulares de las neuronas de 
los núcleos del tronco encefálico como la oliva inferior (Bisogno et al., 2003; Suárez et al., 2008).   
En el caso de las enzimas de degradación de endocannabinoides, FAAH y MAGL, se 
observa una localización complementaria para ambas proteínas en los circuitos del cerebelo. Así, 
la enzima FAAH  presenta una localización postsináptica y se ha descrito principalmente en somas 
de neuronas: células de Purkinje (también en sus dendritas), células granulares y en las neuronas 
de los núcleos profundos del cerebelo (Egertová et al., 1998; Gulyas et al., 2004; Romero et al., 
2002b; Suárez et al., 2008). La enzima MAGL, en cambio, presenta una localización presináptica 
(Dinh et al., 2002). Esta enzima se localiza en los terminales axónicos de las fibras paralelas y las 
fibras trepadoras procedentes de la oliva inferior que sinaptan en la capa molecular con las 
dendritas de las células de Purkinje. La enzima MAGL se expresa  moderadamente  en los cuerpos 
celulares de las células de Purkinje, no así su árbol dendrítico (Suárez et al., 2008). En la capa 
    
  
granular se observa expresión de la enzima MAGL en lo que parecen ser los glomérulos 
cerebelosos (condensaciones de las dendritas de las células granulares y los terminales de las 
fibras musgosas). En los núcleos profundos del cerebelo, se observa expresión de la enzima MAGL 
en las fibras musgosas y en los cuerpos celulares de las neuronas. Por otro lado, también se ha 
descrito la expresión de las dos enzimas de degradación de endocannabinoides  en las neuronas 
tanto de la oliva inferior como del núcleo pontino (Suárez et al., 2008; Tsou et al., 1998a).   
 
 
 
Tanto la AEA como el 2-AG están presentes en el cerebelo aunque sus concentraciones se 
encuentran entre las más bajas del estudio regional llevado a cabo por Bisogno et al. (1999) 
cuando se compara con otras estructuras cerebrales, a pesar de que el cerebelo es de las regiones 
cerebrales donde la presencia de receptores CB
1
, por ejemplo, es más elevada (Bisogno et al., 1999 
). Experimentos  apoyan la idea de que el 2-AG es el principal endocannabinoide en la 
corteza cerebelosa (Blankman y Cravatt, 2013). La localización de la enzima de síntesis del 2-AG, la 
enzima DAGL, en las células de Purkinje (Bisogno et al., 2003),  y la de la  principal enzima de 
degradación del 2-AG, la enzima MAGL, en localizaciones presinápticas (Gulyas et al., 2004), es 
consistente con la idea de que el 2-AG regula las sinapsis entre las dendritas de las células de 
Purkinje y  los elementos presinápticos que llegan ellas. La expresión de FAAH en las dendritas de 
las células de Purkinje (Gulyas et al., 2004) sugiere que la AEA, además del 2-AG, podría también 
estar implicada en la fisiología del cerebelo. Sin embargo, hasta la fecha, ningún estudio fisiológico 
ha proporcionado evidencia de un papel de la AEA en el cerebelo.  
 
 
 
Debido a los altos niveles que el receptor CB
1
 tiene en los terminales presinápticos de las 
neuronas del cerebelo es imaginable que este receptor activado por los diferentes 
endocannabinoides, a pesar de su discreta concentración, debe tener un importante papel 
regulador en la funcionalidad de los dos principales neurotransmisores de esta estructura, es 
decir, el GABA y el glutamato.  Se sabe que la activación del receptor CB
1
 suprime en el cerebelo la 
transmisión sináptica de un gran número de sinapsis. En concreto, se ha visto que la activación de 
los receptores CB
1
 suprime la transmisión sináptica de tipo excitatorio  (DSE) de las fibras 
paralelas y trepadoras con las células de Purkinje (Kawamura et al., 2006; Tanimura et al., 2009), 
perjudicando los fenómenos de LTD en dichas células (Carey et al., 2011; Lévénés et al., 1998). 
Además, se ha puesto de  manifiesto que la activación de este receptor también está implicado en 
procesos de DSI mediante la inhibición de la liberación de GABA en la sinapsis entre las 
interneuronas y las células de Purkinje (Kreitzer y Regehr, 2001; Takahashi y Linden, 2000). Estos 
datos sugieren  que los receptores CB
1
 tienen un importante papel en la regulación de la 
plasticidad sináptica a nivel del cerebelo, modulando de forma retrógrada las sinapsis que 
establecen las células de Purkinje con las interneuronas inhibitorias y con las  fibras paralelas y 
trepadoras excitatorias que llegan a ellas. El control de la coordinación motora en los circuitos 
cerebelosos parece depender, por tanto, del balance entre los sistemas excitatorios e inhibitorios. 
    
  
Es importante destacar que las células de Purkinje representan la única vía eferente de la corteza 
cerebelosa. La mayor vía de inhibición sobre estas células es proporcionada por las células en 
cesto. La prominente expresión de los receptores CB
1
 dentro de las formaciones tipo pincel 
(Egertová y Elphick, 2000; Tsou et al., 1998b) proporciona, por tanto, un importante sistema de 
modulación de la actividad del cerebelo.  
 
 
 
Al igual que se ha visto en otras enfermedades que originan alteraciones de la actividad 
motora, por ejemplo, la enfermedad de Parkinson, la enfermedad de Huntington, las disquinesias, 
etc, el sistema endocannabinoide podría tener una relación directa con las patologías que afectan 
también al cerebelo que, junto con los ganglios basales que son determinantes en la patologías 
citadas anteriormente, es otra de las estructuras cerebrales fundamentales en el control 
motor(Fernández-Ruiz et al., 2011). 
No se conoce nada hasta el momento sobre la implicación del sistema cannabinoide 
endógeno (cambios en receptores, enzimas y ligandos que pudieran dar una idea de una posible 
desregulación de este sistema de señalización) en la patogénesis  de ninguna de las enfermedades 
que afectan al cerebelo, entre ellas las SCAs. Tampoco en cuanto a la posibilidad de manipular 
farmacológicamente este sistema para obtener beneficios a nivel sintomático o a nivel de la 
progresión de la enfermedad. Sin embargo, es de suponer que, en base a lo observado para otras 
enfermedades neurodegenerativas y debido a la elevada expresión del sistema cannabinoide 
endógeno en el cerebelo especialmente de los receptores, quizás, alguno de los síntomas 
observados en las SCAs pueda estar relacionado con alteraciones en la expresión de alguno de los 
elementos de este sistema de señalización en el circuito del cerebelo, así como que se puedan 
obtener beneficios de su manipulación farmacológica. 
Se ha planteado la hipótesis de que los síntomas motores de la disfunción cerebelosa 
surgen cuando la salida excitadora de los núcleos profundos del cerebelo se ve reducida o 
interrumpida. Esta hipótesis se basa en datos previos que demuestran, por un lado, que lesiones a 
nivel de los núcleos profundos del cerebelo producen síntomas de disfunción cerebelosa 
(Modianos y Pfaff, 1976; Poirier et al., 1974), por otro, que la activación anormal de las células de 
Purkinje ocasiona la inhibición de los núcleos profundos y por tanto disfunción del cerebelo 
(O’Hearn y Molliver, 1997). Se ha postulado que la activación del receptor CB
1,
 a nivel del cerebelo, 
puede producir alteraciones motoras por un mecanismo similar. Es decir, los endocannabinoides, 
a través de los receptores CB
1 
presentes en los terminales de las células en cesto, inhiben la 
liberación de GABA,  produciendo un exceso de excitación de las células de Purkinje en respuesta 
a la excitación producida por las fibras trepadoras. El efecto final de este incremento en la 
excitación de las células de Purkinje es un exceso de inhibición de los núcleos profundos del 
cerebelo responsables, en último término, de las alteraciones de la coordinación del movimiento 
(Patel y  Hillard, 2001). Esta hipótesis está de acuerdo con datos que demuestran que el Δ9-THC 
disminuye la actividad de las neuronas en los núcleos profundos del cerebelo en humanos (Bloom 
et al., 2000) e incrementa la actividad metabólica y el flujo sanguíneo en la corteza cerebelosa 
(Mathew et al., 1998; Volkow et al., 1991).  
    
  
Sería interesante conocer los posibles cambios que se dan en el sistema cannabinoide 
endógeno  durante el transcurso de la degeneración cerebelosa característica de las SCAs.  La 
presencia de cambios en elementos del SEC en estas enfermedades supondría una potencial diana 
terapéutica en el tratamiento de las mismas, como ya se ha demostrado en otras patologías 
neurodegenerativas (Romero y Orgado, 2009; Scotter et al., 2010). En este sentido, un estudio 
realizado en el ratón mutante Lurcher (caracterizado por la degeneración de la corteza cerebelosa 
y de las proyecciones de la oliva) ha demostrado que el tratamiento  con el agonista cannabinoide 
Δ9-THC puede reducir las alteraciones motoras asociadas a la disfunción cerebelosa.  El mecanismo 
por el cual se produce este efecto no es conocido pero, es importante destacar,  que este efecto 
sólo se observó a dosis bajas del cannabinoide (4mg/Kg), mientras que a dosis altas (8mg/Kg) las 
mejoras fueron menos pronunciadas, sugiriendo un efecto bifásico de los cannabinoides en la 
coordinación motora. Este efecto bifásico de los cannabinoides está en concordancia con datos 
previos sobre estos compuestos en la actividad locomotora (Sañudo-Peña et al., 2000). 
Por otro lado, como se mencionó anteriormente, diversos factores parecen jugar un papel 
importante en  la  etiopatogenia de las SCAs. Se ha demostrado que estos trastornos neurológicos 
presentan un importante componente neurodegenerativo, que en muchos aspectos es común a 
otras enfermedades neurodegenerativas, y que está asociado a procesos de excitotoxicidad, estrés 
oxidativo y neuroinflamación que actúan de forma cooperativa dañando a las neuronas y 
produciendo la muerte celular (ver apartado 1.2.3 de la Introducción) (Carlson et al., 2009; Matilla-
Dueñas et al., 2010, 2014). La activación de diferentes dianas en el sistema cannabinoide endógeno 
se ha visto que puede inhibir estos eventos y detener la progresión de la neurodegeneración 
(Gowran et al., 2011). Los cannabinoides podrían atenuar los fenómenos de  excitotoxicidad, 
reducir el daño oxidativo y limitar los procesos  procesos de inflamación característicos de las 
SCAs. Además, también influyen en la proliferación, diferenciación celular y transmisión sináptica 
(ver apartado 2.6.2 de la Introducción). Dentro de estos posible efectos, el receptor CB
1
 parece que 
podría tener más importancia en procesos excitotóxicos, mientras que el receptor CB
2
 estaría más 
relacionado con los procesos inflamatorios que tienen lugar (Gowran et al., 2011). Algunos 
cannabinoides también tienen propiedades antioxidantes que podrían frenar el daño oxidativo que 
también ocurre en estas enfermedades (Fernández-Ruiz et al., 2013).  
 
En resumen, dada la complejidad de los mecanismos patogénicos que afectan a las SCAs, 
una buena estrategia terapéutica debe estar basada en moléculas, o combinaciones de moléculas, 
que puedan  ser eficaces frente a varios de los procesos citotóxicos característicos (Matilla-Dueñas 
et al., 2010, 2014). En este sentido, los cannabinoides son una interesante familia a considerar ya 
que, por un lado, pueden combinar diferentes mecanismos de neuroprotección y por otro lado, 
tienen la capacidad de regular la transmisión sináptica de los circuitos neuronales implicados en 
la enfermedad, lo que podría servir para el tratamiento de síntomas específicos. Por ello, se 
propone que la manipulación farmacológica de diferentes elementos del sistema cannabinoide 
endógeno, siempre en función de cómo se altere en el transcurso de la enfermedad, podría servir 
en el tratamiento sintomático y neuroprotector de este conjunto de enfermedades. En esta tesis 
doctoral, nos planteamos estudiar en detalle la relación del sistema cannabinoide endógeno con la 
patogénesis de las SCAs, así como las oportunidades que este sistema puede tener para 
desarrollar una terapia específica.  
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
  
  
 
 
 
 
Como se ha comentado en la Introducción, las SCAs constituyen un grupo heterogéneo 
de enfermedades genéticas que cursan tanto con síntomas motores como con alteraciones 
psiquiátricas y cognitivas. Desgraciadamente, no se dispone  de ningún tipo de remedio curativo 
para estas enfermedades, existiendo sólo algunas opciones terapéuticas dirigidas al alivio de los 
síntomas más incapacitantes, pero todas ellas muy limitadas en cuanto a eficacia. Por ello, es 
necesaria la identificación de  los mecanismos implicados en la patogénesis de la enfermedad así 
como el desarrollo de nuevas terapias. El estudio de los posibles efectos terapéuticos de los 
cannabinoides derivados de la modulación del sistema cannabinoide endógeno podría ser un 
nuevo y prometedor campo de investigación en plena expansión. En la presente Tesis Doctoral 
nos proponemos  avanzar en el conocimiento del potencial efecto neuroprotector de los 
cannabinoides en las ataxias espinocerebelosas, especialmente en aquellas  debidas a la 
repetición del triplete CAG en la región codificante de genes específicos. La hipótesis central de 
este trabajo pretende demostrar que el estudio del sistema cannabinoide endógeno y su posible 
desregulación en las SCAs proporciona elementos importantes para un mayor entendimiento  de 
la progresión de estas enfermedades,  así como para  el diseño de posibles tratamientos 
farmacológicos asociados con esas alteraciones. Unos tratamientos que podrían ser dirigidos a 
aumentar las respuestas endógenas protectoras, pero también dirigidos a disminuir las 
respuestas endógenas patogénicas  En concreto, nos planteamos los siguientes objetivos en 
relación al estudio del sistema de señalización endocannabinoide en esta patología 
neurodegenerativa: 
 
 
1. Determinar las posibles alteraciones que se dan en los distintos elementos del SCE en  
muestras de tejido cerebral de pacientes afectados por algún tipo de SCA.  
 
2. Identificar las posibles alteraciones que se dan en los distintos elementos del SCE 
durante el progreso de la enfermedad en un modelo animal de la SCA3. 
 
 
  
   
  
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
   
  
 
 
 
 
 
La mayor parte de las enfermedades neurodegenerativas han sido estudiadas en cuanto 
a posibles cambios en diferentes elementos del sistema endocannabinoide utilizando muestras 
obtenidas a partir de biobancos. Esta es una fuente precisa y muy valiosa de 
información en las condiciones en las que la patología se expresa en pacientes, aunque es cierto 
que suele asociarse con los estadios más avanzados de la patología. Por tanto, parece impor-
tante, determinar los cambios que se pudieran dar en este sistema de señalización  también en 
el caso de las ataxias espinocerebelosas autosómicas dominantes. El primer objetivo de esta 
Tesis Doctoral ha sido determinar las posibles alteraciones que se dan en los diferentes 
componentes del SCE  en muestras de tejido cerebral de pacientes afectados por algún tipo de 
SCA,  específicamente en aquellas causadas por la presencia de mutaciones que producen la 
expresión de determinadas proteínas con  un tracto anormal de glutaminas.  Para ello, se ha 
trabajado en este diseño experimental con muestras humanas  de enfermos de 
alguno de los tipos más representativos de SCAs y sus respectivos controles.  Se eligió el 
cerebelo como región de interés por ser esta la estructura más comúnmente afectada en todas 
las SCAs.  En estas muestras se llevaron a cabo dos tipos de estudios inmunohistoquímicos: (i) 
caracterización de los rasgos neuropatológicos de la enfermedad y (ii) análisis de los  patrones 
de expresión de diferentes elementos del SCE (receptores cannabinoides CB
1
 y CB
2
 y enzimas de 
degradación, FAAH y MAGL) por el importante papel que desempeñan en la señalización 
cannabinoide y porque estas serían probablemente las mayores dianas farmacológicas para un 
tratamiento neuroprotector. Con el fin de identificar  los tipos celulares específicos donde se 
expresan los componentes del SCE se utilizó la técnica de doble inmunofluorescencia combinada 
con microscopía confocal.  
 
o 
 
Se trabajó con secciones de cerebelo humano embebido en parafina que  fueron 
obtenidas del   (NBB; Amsterdam, Holanda).  Se emplearon muestras de 
tejido de pacientes que habían sido diagnosticados con algún tipo de ataxia espinocerebelosa de 
carácter autosómico dominante, así como de sujetos control elegidos por características de 
edad, género e intervalo equivalentes a los pacientes de SCA (Tabla 1). 
 
El número de tipos de SCA en el NBB, así como en otros biobancos consultados, que 
cumpliesen los criterios de inclusión era pequeño, por lo que nuestro grupo experimental tuvo 
  
  
  
que formarse utilizando un sólo caso de los tipos más representativos de SCAs, todas ellas 
poliglutaminopatías  Para la elección de los casos utilizados en el estudio se consideró el 
historial de medicación e intoxicación de los pacientes de SCA y de los sujetos control 
proporcionados por el NBB. La mayoría de pacientes de SCA habían sido tratados con 
benzodiacepinas (por ejemplo, clonazepam, temazepam y diazepam), sustancias de acción 
GABAérgica  (por ejemplo, baclofeno y gabapentina) y, en algunos casos, antidepresivos 
tricíclicos (por ejemplo amitriptilina). Estos pacientes  fueron también tratados esporádicamente 
con antibióticos (por ejemplo, amoxicilina), y todos ellos recibieron morfina durante los últimos 
días/ horas antes de la muerte. Un paciente (sujeto número 7) fue tratado con nabilona 6 años 
antes de la muerte, pero el tratamiento no fue efectivo. Se excluyeron del estudio todos aquellos 
casos con una historia previa de adicción al tabaco, alcohol o consumo de cannabis, lo que 
redujo en casi un 50% el número de muestras disponibles. Esto es otra razón por la que el 
tamaño de muestra utilizado fue pequeño. Los sujetos control  también se seleccionaron en base 
a su historial de medicación e intoxicación. Algunos de los sujetos control habían sido 
diagnosticados con carcinoma de colon y, por tanto, al igual que algunos de los pacientes  de 
SCA, también recibieron morfina durante los últimos días/horas antes de la muerte.  
Los datos neuropatológicos proporcionados por el biobanco confirman que todos los 
casos control no presentaban ninguna evidencia  de enfermedad neurológica y ningún hallazgo 
patológico en el análisis . Las causas de la muerte fueron en estos casos fallo 
cardiaco, aneurisma aórtico abdominal y cáncer de colon. Por otro lado, el análisis   
de los casos de SCA proporcionado por el biobanco mostró una atrofia marcada del cerebelo y la 
protuberancia (tamaño pequeño, presencia de gliosis, y evidente pérdida neuronal), pero sin 
importantes cambios en las restantes áreas del cerebro, por ejemplo, la sustancia negra 
presentaba un aspecto normal, el  era visible y el sistema ventricular no estaba 
dilatado.  
Se utilizaron cinco casos por grupo experimental y con las secciones de tejido de 8μm se 
llevaron a cabo técnicas de inmunohistoquímica e inmunofluorescencia.  
 
          
   
  
 
 
Tras los estudios en muestras humanas, nos planteamos trabajar con un nuevo modelo 
experimental de SCAs en ratón. No existen muchos modelos animales disponibles debido en 
parte a la variabilidad de las SCAs (algunas con mutaciones aún desconocidas), y en parte a la 
dificultad de modelizar de la forma más completa la patología en ratón. Nuestro trabajo se ha 
desarrollado en un modelo de SCA3, la ataxia dominante más prevalente, cuyas características se 
describen más adelante. Lo primero para lo que se utilizaron estos ratones fue para  caracterizar 
la progresión de la enfermedad en este modelo animal. Para ello, se realizaron diferentes 
pruebas de comportamiento que permiten estudiar diferentes aspectos de las capacidades 
motoras (Rotarod, barra de equilibrio, ,  y . Por otro lado, en 
estos animales también se analizaron las alteraciones de la actividad metabólica en distintas 
regiones del encéfalo mediante Tomografía por Emisión de Positrones (PET). Los resultados 
obtenidos en las pruebas comportamentales y en los estudios de neuroimagen nos permitieron 
establecer diferentes estadios en el desarrollo de la enfermedad: (i) una fase sintomática 
temprana (hasta las 16 semanas de edad); (ii) una fase sintomática  intermedia (desde las 16 
hasta las 32 semanas de edad);  y  (iii) una fase avanzada de la enfermedad (desde las 35 
semanas hasta las 56 semanas de edad).  Los animales se sacrificaron a cada uno de estos tres 
estadios, cada uno de ellos representativo de una etapa de la enfermedad, y se recogieron 
muestras de las diferentes regiones del encéfalo que se ven principalmente afectadas en la SCA3: 
el cerebelo, el tronco cerebral y el estriado. En estas muestras se estudiaron las alteraciones 
neuropatológicas y bioquímicas características de procesos neurodegenerativos mediante 
técnicas histológicas, RT-PCR y .   
Una vez  caracterizada la progresión de la enfermedad a niveles comportamental, 
bioquímico y neuropatológico en este modelo, se procedió al estudio de las posibles alteraciones 
que se dan en la expresión de los diferentes elementos del SCE en cada uno de los estadios de la 
enfermedad. Para ello se  midieron los niveles de los principales ligandos endógenos del SCE: la 
AEA y algunas -aciletanolaminas relacionadas, así como el 2-AG y otros diacilgliceroles, en las 
tres regiones cerebrales seleccionadas (cerebelo, tronco cerebral y estriado)  y  a cada una de las 
edades establecidas previamente,  mediante la técnica de  cromatografía liquida de alta 
resolución acoplada a espectrometría de masas  (LC/MS, del inglés 
). Para el estudio de los receptores cannabinoides CB
1
 y CB
2
 así como  de las 
enzimas implicadas en el metabolismo de endocannabinoides (FAAH, MAGL, NAPE y DAGL) se 
utilizaron  las técnicas de RT-PCR,   e inmunohistoquímica.   
Se analizó también la presencia de heterodímeros del receptor CB
1 
en el cerebro de 
ratones SCA3 y ratones , en concreto nos interesamos por los heterómeros  CB
1
-A
2A 
y 
CB
1
-CB
2
  que se midieron mediante la técnica de  (PLA). 
 
o 
 
Los animales  utilizados en este trabajo fueron ratones transgénicos CMVMJD135, 
cedidos por la Dra. Patricia Maciel (Universidad de Minho, , Braga, 
Portugal). Estos ratones expresan el ADN de  la variante del gen de  la ataxina 3 humana, que 
  
  
  
contiene 135 repeticiones del triplete CAG. El grupo de la Dra. Maciel ya estudió como estos 
animales desarrollan de forma progresiva los síntomas motores típicos de la SCA3 (Silva-
Fernandes et al., 2014), pero nosotros quisimos, como ya se ha comentado antes, realizar una 
caracterización de la evolución clínica y neuropatológica de estos animales, antes de su uso para 
experimentos sobre el sistema endocannabinoide. Para ello, los ratones se mantuvieron 
estabulados en el Animalario de la Facultad de Medicina de la Universidad Complutense de 
Madrid en condiciones controladas de temperatura (22±2ºC) y humedad relativa  (55 ±10%),  con 
un ciclo diario de 12 horas de luz/12 horas de oscuridad.  Se agruparon en un máximo de 5 
animales por jaula con agua y comida  Con el fin de aumentar el grado de 
homocigosis y generar  animales genéticamente idénticos la colonia se mantuvo como una línea 
consanguínea mediante el cruce hermano-hermana.  Para todos los experimentos se utilizaron 
siempre animales machos.  
Todos los procedimientos se llevaron a cabo siguiendo protocolos normalizados de 
trabajo según la normativa europea para el correcto manejo de animales de experimentación 
(directiva 86/609/EEC) y de acuerdo con las normas aprobadas por el comité ético de la 
Universidad Complutense de Madrid. En todo momento se siguieron las recomendaciones de 
reemplazo, reducción y refinamiento. El protocolo seguido para cada una las técnicas, así como 
el método de sacrificio llevado a cabo en cada caso,  se detallan en el apartado correspondiente.
 
 
 
 
 
 
 
El protocolo empleado fue descrito previamente por Tsou et al. (1998) y Benito et al. 
(2003). Las secciones de tejido se desparafinaron  y rehidrataron por inmersión, en orden 
sucesivo, en xilol, etanol 100º, etanol 96º, etanol 70º y agua.  Posteriormente, las muestras se 
lavaron en solución salina tamponada con fosfato potásico (KPBS, del inglés 
) 50mM, pH 8. Con el fin de obtener un marcaje inmunohistoquímico 
más eficiente, las secciones de tejido se sometieron a un proceso de desenmascaramiento 
antigénico (Shi et al., 2001). En dicho proceso, las muestras se sometieron a alta temperatura  y 
alta presión durante 2 minutos en una solución de desenmascaramiento antigénico a pH 9 (Dako 
Cytomation, Glostrup, Dinamarca). Después, las muestras se atemperaron, se lavaron en KPBS y 
se incubaron en una solución de bloqueo de la peroxidasa (DakoCytomation) a temperatura 
ambiente durante 30 minutos para bloquear la peroxidasa endógena. Tras varios lavados en 
KPBS, los tejidos se incubaron con el anticuerpo primario correspondiente (ver detalles en la 
Tabla 2) durante toda la noche a 4ºC. Los anticuerpos se diluyeron en KPBS que contenía un 1% 
de albúmina sérica bovina (BSA, del inglés ) (Sigma, St. Louis, MO) y 1% 
Triton X-100 (Sigma Chem., Madrid, España).  
   
  
 
 
Después de la incubación, las secciones se lavaron en KPBS y se incubaron con los 
anticuerpos secundarios biotinilados de cabra anti-conejo, caballo anti-ratón o caballo anti-cabra 
(1:200) (Vector Elite; Vector Laboratories, Burlingame, CA)  durante 2 horas  a temperatura 
ambiente. Para obtener el producto visible de la reacción se utilizó el complejo Avidina-Biotina 
para amplificar la señal (Vector Elite) y la 3,3’-Diaminobenzidina (DAB) como sustrato 
(DakoCytomation), siguiendo las instrucciones del fabricante. Las secciones se deshidrataron, se 
sellaron con un cubreobjetos y se almacenaron en oscuridad hasta su observación al 
microscopio. 
Para asegurar la especificidad de los anticuerpos utilizados se realizaron controles 
negativos  incubando en ausencia del anticuerpo primario y co-incubación de los anticuerpos 
con las proteínas inmunogénicas correspondientes.   
Para las observaciones y toma de fotografías de las preparaciones obtenidas en los 
experimentos de inmunohistoquímica se emplearon tanto un microscopio Leica DMRB (Leica, 
Wetzlar, Alemania) como una cámara DFC300FX, respectivamente. Se tomaron cinco 
microfotografías de alta resolución con el objetivo 20x y en las mismas condiciones de luz, brillo 
y contraste.  Para el análisis de las imágenes obtenidas en los experimentos de 
inmunohistoquímica se usó el programa de  análisis de imágenes ImageJ (NIH, EE.UU).   
Para la cuantificación de la expresión de las distintas proteínas se midió la densidad 
media de marcaje en un área seleccionada (Mausset-Bonnefont et al., 2003). Las regiones del 
cerebelo que se analizaron fueron  la capa granular de la corteza del cerebelo,  la  sustancia 
blanca que rodea los núcleos profundos  y la sustancia blanca próxima a la corteza cerebelosa. 
Se midió también  la densidad media de marcaje en células individuales: las células de Purkinje 
(aproximadamente 10 células por muestra de pacientes y 25 células por muestra en los sujetos 
control) y las neuronas de la núcleo dentado (aproximadamente 25 células por muestra, en 
  
  
  
ambos grupos). El  análisis se llevó a cabo de manera independiente para cada una de las 
regiones estudiadas. Todos los datos se expresan en unidades arbitrarias. 
 
 
 
Para identificar poblaciones celulares específicas se realizaron estudios de colocalizacón 
con inmunofluorescencia utilizando marcadores específicos para las células de Purkinje 
(calbindina), macrófagos/microglía  (CD68, Iba-1) y astrocitos (GFAP) (Tabla 2). Tras el proceso 
de desenmascaramiento antigénico, las secciones de tejido se lavaron con tampón Tris-salino 
(TBS, del inglés ) pH 7.5,  antes de ser incubadas a temperatura ambiente 
durante toda la noche con el anticuerpo monoclonal específico para un tipo celular (calbindina, 
CD68, Iba-1 o GFAP, ver detalles en Tabla 2). Tras varios lavados con TBS, las secciones se 
incubaron con el anticuerpo secundario anti-ratón conjugado con Alexa-546 (10μg/ml) 
(Invitrogen, Carlsbad, CA) durante 2 horas a 37ºC, obteniendo marcaje rojo fluorescente. En el 
caso del marcador de astrocitos, GFAP, el tejido fue incubado 2 horas a 37ºC con el anticuerpo 
anti-GFAP-Cy3, obteniendo marcaje rojo fluorescente.  A continuación, tras  una serie de lavados 
con TBS, las secciones se  incubaron durante toda la noche a 4ºC con los anticuerpos primarios 
para CB
1
, CB
2
, FAAH o MAGL. Posteriormente, las secciones se lavaron de nuevo con TBS y se 
incubaron con el anticuerpo secundario anti-conejo conjugado con Alexa-488 (10μg/ml) 
(Invitrogen) durante 2 horas, obteniendo marcaje verde fluorescente. La enzima FAAH se 
visualizó por incubación con el anticuerpo secundario anti-cabra biotinilado durante toda la 
noche a 4ºC, seguido por incubación con el conjugado streptavidina-Alexa-488  (10μg/ml) 
(Invitrogen) durante 2 horas a 37ºC, como se describió anteriormente  (Núñez et al., 2004). Con 
el fin de localizar los núcleos, las secciones se tiñeron durante 10 minutos con la tinción TOPRO-
3-ioide (Molecular Probes, OR, EEUU) obteniendo un marcaje fluorescente azul.  
Para eliminar  la autofluorescencia endógena, las secciones de tejido se trataron con 1% 
de Negro Sudán en etanol al 70% durante 5 minutos, y se decoloraron con etanol al 70% (Schnell 
et al., 1999). Las secciones se sellaron con un cubreobjetos utilizando una solución acuosa 
(Vectashield; Vector Laboratories). Estas preparaciones se guardaron a 4ºC hasta su análisis.  
Para las observaciones y toma de fotografías se empleó un microscopio confocal Leica  
TCS SP5 con láseres de  argón y helio-neón (Leica, Wetzlar, Alemania). Se llevó a cabo una 
visualización diferencial de los  fluoróforos a través del uso de filtros específicos: Alexa 488, 
Alexa 546, Cy3 y TOPRO-3. En algunos casos, las imágenes se procesaron con el  Leica 
LAS AF lite para obtener las proyecciones  tridimensionales ortogonales. 
 
 
 
 
 
 
 
 
   
  
 
 
 
 
El genotipado de los ratones transgénicos se realizó usando ADN genómico para la 
reacción en cadena de la polimerasa  (PCR, del inglés ) que se describe 
a continuación: 
 
o ADN de cada muestra: 100 ng 
o Tampón Taq polimerasa 1x 
o MgCl2: 0,16 mM  
o dNTPs mix: 0,6 mM 
o Enzima Taq polimerasa: 1U 
o Oligonucleótidos: Para la detección de ataxina 3 humana se utilizaron los oligonucleótidos 
TR1 (5’ GAA GAC ACC GGG ACC GAT CCA G 3’) y TR2 (5’ CCA GAA GGC TGC TGT AAA AAC 
GTG C 3’) (66 ng), para la detección de la ataxina 3 murina, utilizada como control interno de 
la reacción de PCR, se utilizaron los oligonucleótidos mmjd89 (5’ GCT AGC TAG AGC TAC 
TTA TTG 3’) y mmjd54 (5’ GAC TCC AGA GAG CAC CTG 3’ ) (33 ng). 
 
El protocolo de PCR utilizado para la amplificación de los genes fue el siguiente: 5 
minutos de desnaturalización inicial del ADN a 95ºC, 35 ciclos de tres pasos (1 minuto de 
desnaturalización a 95ºC, 1 minuto de anillamiento o unión de oligonucleótidos a 60ºC y 1 
minuto de extensión de la cadena de ADN) seguido de una extensión final a 72ºc durante 5 
minutos.  Los productos de PCR (10μl) se resolvieron en geles de Agarosa/TBE 1x  al  2% y se 
visualizaron con Gel Red en un transiluminador de luz ultravioleta. Los animales WT 
presentaban  una banda de 550 pb, correspondiente a la ataxina 3 murina, y los animales SCA3 
presentaban dos bandas, una de  550 pb, la ataxina murina, y otra de 450 pb, que corresponde a 
la ataxina 3 humana.  
 
 
 
La caracterización de las alteraciones motoras que se dan en el transcurso de la 
enfermedad se llevó a cabo mediante diferentes pruebas de comportamiento que permiten 
estudiar diferentes aspectos de las capacidades motoras: hanging wire (fuerza motora),  barra de 
equilibrio (equilibrio),  Rotarod (coordinación),  clasping (distonía) y  footprinting (marcha). 
Todas estas capacidades motoras reflejan bien las posibles alteraciones que aparecen a nivel 
sintomatológico en la SCA3 en pacientes, por lo que permiten una buena aproximación al estado 
clínico (neurológico) de los animales.  Además de a nivel motor, durante el progreso de la 
enfermedad de los animales SCA3 se siguió con atención el estado de salud general de los 
animales mediante la monitorización del peso y  la observación de su apariencia física.
 
 
   
  
   
 
La fuerza motora de los animales se evaluó 
mediante el test de hanging wire (Figura 2).   Esta  
prueba consiste en medir el tiempo que el animal 
permanece suspendido en una rejilla suspendida en el 
aire.  El animal se coloca sobre una rejilla que, tras ser 
agitada levemente para asegurar que el ratón se 
agarre, se invierte y se suspende  a 30cm de la jaula.  
Se mide el tiempo que el animal tarda en caer, con un 
tiempo máximo para la prueba de 60 segundos (Silva-
Fernandes et al., 2014).  
Esta prueba se repite tres veces. El rendimiento para cada sesión se presenta como la 
media de las tres pruebas realizadas. La prueba se realizó una vez al mes desde las 7 semanas 
hasta las 31 semanas de edad, cuando los animales transgénicos presentaban dificultades 
importantes para permanecer suspendidos en la rejilla.   
 
 
 
La coordinación motora y equilibrio de los ratones se analizó mediante la prueba de la 
barra de equilibrio (Hübener et al., 2011). En esta prueba se hace pasar a los ratones por dos 
barras circulares de madera, de 1 metro de largo y  27 y 10 mm de diámetro respectivamente 
(Figura 2), suspendidas en el aire a unos 60 cm del suelo.   
 Tras tres entrenamientos iniciales, y después de 24 horas de descanso, se  realizan tres 
pruebas definitivas. Se mide el tiempo que el animal tarda en recorrer 80cm, con un tiempo 
máximo para la prueba de 60 segundos. El valor final para cada animal se presenta como la 
media de las tres pruebas realizadas.  La prueba se realizó una vez al mes, desde la 7ª semana  
hasta las 31 semanas de edad, cuando los animales transgénicos presentaban serios problemas 
para desarrollar correctamente la prueba.   
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La prueba de Rotarod es una prueba para la evaluación de la función y coordinación 
motora en modelos animales experimentales, descrita inicialmente para evaluar lesiones y 
efectos de fármacos sobre la coordinación motora de roedores debidos a la actividad de los 
ganglios basales y cerebelo (Monville et al., 2006), por lo que se viene utilizando para distintas 
enfermedades con sintomatología motora (por ejemplo la enfermedad de Parkinson, la 
enfermedad de Huntington o la esclerosis lateral amiotrófica). Aunque los cambios en la 
respuesta en el Rotarod tiene diferente origen en cada patología en el caso de las SCAs se debe 
claramente a alteraciones en la coordinación motora, frente a la distonía típica de la enfermedad 
de Huntington (que también se da en las SCAs), en la rigidez e inhibición motora de la 
enfermedad de Parkinson o la debilidad muscular de la ELA. 
El Rotarod consiste en una barra monitorizada que puede girar a una velocidad 
constante o con aceleración. Sobre esta barra se coloca al animal perpendicular al eje mayor de 
la barra con la cabeza orientada en sentido contrario al de rotación  (Figura 3).  El protocolo 
utilizado en esta prueba fue el descrito por la International Mouse Phenotyping Resource of 
Standardised Screens (IMPRESS).  Inicialmente los ratones son entrenados a velocidad constante 
(4 r.p.m) durante al menos tres veces con un tiempo de descanso entre entrenamientos de 10 
minutos. Tras el entrenamiento, se deja media hora de descanso y, a continuación, se llevan a 
cabo tres medidas definitivas con una aceleración de 4 a 40 r.p.m. en 5 minutos, tiempo máximo 
de permanencia en la barra, dejando entre cada una de las pruebas un intervalo mínimo de 15 
minutos. Se registran los tiempos de permanencia en el Rotarod para cada animal.  Los valores 
de permanencia se normalizan respecto al primer día que se realiza la prueba. El valor final de 
permanencia en Rotarod  para cada animal se presenta como la media de las tres pruebas 
realizadas.  La prueba se realizó una vez al mes desde la 7ª semana de edad hasta el sacrificio de 
los animales a las 56 semanas.   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
   
  
 
 
En los ratones transgénicos de SCA3  se 
observa la aparición de un signo neurológico 
conocido como “ ” que se relaciona con la  
distonía que padecen los pacientes de SCA 
(también evidente en la enfermedad de 
Huntington). Este reflejo consiste en la contracción 
de las patas traseras hacia el abdomen del ratón 
cuando éste se encuentra suspendido por la cola 
unos 10 cm sobre la jaula (Figura 4).    
Para esta prueba se suspende a los animales durante un minuto y se asigna un valor a 
cada grado de distonía: un valor de 0 en el caso de no presentar , 1 cuando encogen una 
de las patas traseras, 2 cuando encogen las dos patas traseras y 3 cuando encogen todo el 
tronco inferior (Guyenet et al., 2010). Los datos para cada grupo experimental corresponden a la 
media de tres pruebas y se expresan en porcentaje normalizado  respecto al valor medio del 
grupo control.  La prueba se realizó desde la 31ª semana de edad hasta el sacrificio de los 
animales a las 56 semanas de edad.  
 
 
 
Otra de las anomalías motoras que se 
estudió en el modelo de SCA3 fue la manera de 
caminar y, concretamente, la longitud y 
uniformidad del paso. Lo que corresponde con uno 
de los principales síntomas que tienen los 
pacientes que es la marcha atáxica (falta de 
equilibrio al caminar).  Estas anomalías se 
analizaron mediante el test de patrón de huellas o 
“ ” (Figura 5).  
Este test consiste en pintar las plantas de las patas del ratón (las patas delanteras  de los 
animales se pintaron de rojo  y las traseras  de azul) y dejarle caminar por un pasillo, de 50cm 
de largo y 10cm  de ancho, sobre un papel (Hübener et al., 2011). La prueba se realizó en la fase 
más avanzada de la enfermedad, a las 56 semanas, antes de sacrificar a los animales.  
 
 
 
Además de las capacidades motoras de los ratones SCA3, se estudió  el estado de salud 
general de los animales a medida que progresaba la enfermedad. Para ello, se evaluó el peso de 
los animales una vez al mes  desde las 7 semanas de edad hasta su sacrificio a las 56 semanas 
de edad. Por otro lado, durante todo el tiempo que los animales se mantuvieron estabulados, se 
evaluó la apariencia física de los animales transgénicos en comparación con sus hermanos 
  de camada. Esto es, por ejemplo, si los animales presentaban hipoactividad o letargo, 
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alteraciones en conductas naturales de estos animales como el acicalamiento (en inglés, 
, la presencia de estereotipias o la aparición de deformaciones en la columna vertebral, 
en la región dorsal, conocida como cifosis, una alteración que se ha observado previamente en 
otros modelos de la SCA3  (Gould, 2012; Riess et al., 2008). Para determinar estas alteraciones de 
la columna, además de la observación de la apariencia física  de los animales, se analizaron las 
imágenes anatómicas  obtenidas mediante Tomografía Computerizada (CT, del inglés 
), una técnica de imagen que utiliza radiación X para obtener imágenes  detalladas 
de objetos anatómicos, en nuestro caso para obtener una imagen anatómica de los huesos. 
 
 
 
En los experimentos de caracterización de la progresión de la patología en los ratones 
SCA3, también quisimos conocer su supervivencia  en comparación con los animales .  
Para este estudio de supervivencia se registró el tiempo transcurrido desde el nacimiento de los 
animales hasta su muerte. Para la comparación entre los datos de ambos grupos experimentales 
se utilizó el estimador  no paramétrico de Kaplan–Meier (Kaplan y Meier, 1958).  
Los animales SCA3 mureren antes que los animales   como consecuencia de los 
síntomas asociados a la enfermedad debido a esto, y con el fin de evitar el sufrimiento de los 
animales wildtype, se decidió poner punto y final al experimento de supervivencia a las 93 
semanas de edad, cuando se sacrificaron los animales que aún sobrevivían a esa edad.
 
 
En los experimentos de caracterización del fenotipo patológico de los ratones 
transgénicos SCA3, también se evaluó la actividad metabólica de distintas áreas del encéfalo 
 mediante tomografía por emisión de positrones (PET). Las técnicas de imagen molecular 
 son técnicas no invasivas que permiten visualizar procesos fisiológicos en seres vivos de 
forma temprana, antes incluso de que se produzca cualquier cambio anatómico (también cuando 
se producen). Dentro de la imagen molecular, la tomografía por emisión de positrones es una 
técnica que permite obtener información metabólica a escala molecular.  
Para realizar el estudio PET es necesario la aplicación previa de un radiofármaco. El 
radiofármaco más usado para el análisis de la actividad metabólica mediante PET es la 2-Desoxi-
2-[18F]fluoro-D-glucosa (18F-FDG) una molécula análoga de la glucosa que ingresa a las células y 
usando los mismos transportadores que la glucosa convirtiéndola en 18 F-FDG-6 fosfato, pero a 
partir de este punto no continúa la vía glicolítica y es acumulada intracelularmente como 18F-FDG 
libre, incorporada a glucógeno o formando parte de glicolípidos y glicoproteínas. Tras un tiempo 
de espera para asegurar una adecuada captación, la distribución del 18 F-FDG-6 fosfato en el 
cerebro refleja de forma directamente proporcional a su potencial uso a nivel metabólico.  
Los estudios de imagen molecular se realizaron en las instalaciones del CAI de 
Cartografía Cerebral del Instituto Pluridisciplinar de la UCM. Durante el tiempo que los animales 
permanecieron en las instalaciones del CAI, se estabularon en un rack ventilado Boxunns 
(Tecniplast SPA, Buguggiate, Italia), con agua y pienso .  
  
  
  
Para la realización de los estudios PET, 10 horas antes del inicio de los estudios, se dejó 
a los animales  en ayunas, para evitar así la interferencia de la glucosa plasmática con el 
radiotrazador 18F-FDG. Se administró aproximadamente 11,1 MBq (300 µCi) del radiotrazador 18F-
FDG por vía intraperitoneal (i.p)  dejando un tiempo de incorporación de aproximadamente 45 
minutos antes de la adquisición tomográfica, con el fin de asegurar la distribución de la 18F-FDG 
a nivel encefálico. Una vez transcurrido el tiempo de incorporación se procedió a la obtención de 
las adquisiciones tomográficas. El protocolo empleado fue descrito previamente por García-
García et al. (2014).  
Dicho protocolo consistió en una adquisición PET de 20 minutos seguida 
inmediatamente de una adquisición CT., que sirve para la validación anatómica de las señales de 
la 18F-FDG.  El equipo utilizado es un tomógrafo híbrido PET-CT Albira ARS (Oncovision, Valencia, 
España), con una resolución PET de 1.5 mm y un campo axial de 4 cm y transaxial de 8 cm. Para 
asegurar la inmovilización de los animales durante los registros tomográficos, los ratones se 
anestesiaron con isofluorano (inducción 5% isofluorano; mantenimiento 2% isofluorano, ambos 
en 100% oxígeno). Una vez finalizadas las adquisiciones, todas las imágenes PET se 
reconstruyeron mediante el algoritmo iterativo  OSEM  y se les aplicaron las correcciones de 
tiempo muerto ,  y . 
Con el fin de cuantificar la captación de 18F-FDG en las áreas de estudio, se procedió al 
corregistro de la imagen anatómica obtenida mediante CT con la imagen PET. Esto permitió 
delinear los volúmenes de interés (VOIs, del inglés ), obteniéndose de esta 
manera la actividad media (kBq/cc) captada por las distintas estructuras. Este proceso se realizó 
con el programa informático PMOD versión 3.0 (Pmod Technologies, Zurich, Suiza).  
Para corregir las variaciones en la dosis inyectada y en el tiempo de incorporación desde 
el momento de la inyección hasta la adquisición, los datos obtenidos se normalizaron teniendo 
en cuenta el valor de captación estándar (SUV, del inglés ), calculando la 
relación entre la concentración de radioactividad en el tejido (kBq/ml) a un tiempo determinado 
y la dosis inyectada en el momento de la adquisición PET (kBq) dividido por el peso del ratón (g). 
Obteniéndose por tanto el valor de SUV en g/ml (García-García et al., 2014).  
 
 
 
 
Los animales utilizados para los estudios bioquímicos se sacrificaron por dislocación cervical, 
tras lo cual se extrajo el encéfalo y se diseccionaron el cerebelo, el tronco cerebral y el estriado, 
que se congelaron inmediatamente en hielo seco y se almacenaron a -80ºC hasta su posterior  
utilización.  
 
 
 
 
 
 
   
  
 
La concentración de varias -aciletanolaminas (como la AEA, la PEA y la OEA) así como 
2-diacilgliceroles (2-AG y  2-OG) en diferentes tejidos cerebrales del modelo de SCA3 se 
determinó mediante un cromatógrafo líquido de alto rendimiento acoplado a un espectrómetro 
de masas  (Modelo 1100 LC/MSD SL; Agilent, CA, EEUU). Estas determinaciones se realizaron en 
el Departamento de Farmacología y Toxicología del Medical College of Wisconsin (Milwaukee, WI, 
EEUU).  
Para llevar a cabo estas medidas las muestras se procesaron según el protocolo descrito 
previamente por Patel et al. (2003) con algunas modificaciones. Las muestras se pesaron,  aún 
congeladas, y se homogeneizaron en tubos de cristal de borosilicato con una solución de 2 ml de 
acetonitrilo puro que contenía 84 pmol de [2H
8
] AEA y 186 pmol de [2H
8
]2-AG (Cayman Chemical, 
MI, EEUU), utilizados como estándares internos. La homogeneización de las muestras se hizo en 
frío mediante sonicación durante 1 hora.  
A continuación, las muestras se incubaron durante toda la noche a -20ºC para precipitar 
las proteínas. Posteriormente las muestras se centrifugaron durante 3 minutos a 1500 g, el 
sobrenadante se recuperó y el disolvente se evaporó bajo una corriente de nitrógeno. Para 
recuperar todos los lípidos que pudieran haber quedado adheridos a las paredes del tubo, las 
muestras se resuspendieron en 300 μl de metanol y se secaron de nuevo con una corriente de 
nitrógeno. Finalmente, el extracto lipídico obtenido se resuspendió en 20 μl de metanol, 5 μl de 
los cuales se utilizaron para su análisis por cromatografía líquida acoplada a espectrometría de 
masas. Para evitar la degradación de los endocannabinoides las muestras se analizaron en un 
periodo siempre inferior a 7 días.   
Las muestras se separaron en un sistema de HPLC (del inglés 
 mediante  una columna de fase reversa  Kromasil C18® (250 mm de longitud 
× 2 mm de diámetro y 5-μm de tamaño de partícula) y dos fases móviles: una fase móvil A  (agua 
desionizada, acetato amónico 1mM y ácido acético 0.005%)  y una fase móvil B (metanol, acetato 
amónico 1mM y ácido acético 0.005%). Las muestras se eluyeron a un flujo de 300 μl/min 
mediante un gradiente lineal. Para cada una de las muestras el porcentaje de disolvente B se 
incrementó linealmente desde un 85% hasta el 100%, en 25 minutos, y se mantuvo  al 100% 
durante 10 minutos. En los diez minutos siguientes  el disolvente B se disminuyó linealmente  
desde el 100% hasta el 85% y se mantuvo a 85% otros 10 minutos. 
El eluyente se monitorizó en un espectrómetro de masas cuadrupolar, con sistema de 
ionización química a presión atmosférica mediante electrospray en plano ortogonal.  La 
detección se realizó en modo de ion positivo, usando un sistema de monitorización selectivo de 
los iones de interés.  
Para calibrar el sistema se usaron curvas estándar para la  AEA, PEA, OEA, 2-AG y 2-OG 
(Cayman Chemical). La concentración de cada endocannabinoide en las distintas muestras se 
calculó por comparación con el área correspondiente a su estándar interno deuterado: [2H
8
] AEA 
para el cálculo de AEA, PEA y OEA, y  [2H
8
]2-AG en el caso del 2-AG y 2-OG. Los valores de 
concentración  obtenidos se normalizaron en relación al peso del tejido y se expresaron como 
porcentaje respecto al valor medio de los grupos control.  
 
  
  
  
 
 
Para la extracción  del ARN de las muestras de cerebelo, tronco encefálico y estriado de 
ratones y ratones transgénicos SCA3 se utilizó el kit comercial  SurePrep RNA/Protein 
Purification (FisherScientific, Madrid, España). El ARN obtenido se cuantificó midiendo la 
absorbancia a 260 nm en un espectrofotómetro. A continuación se procedió a realizar la 
reacción de transcripción reversa de 1 μg del ARN obtenido, mediante la utilización del kit 
comercial QuantiTect Reverse Transcription (Quiagen, Limburgo, Países Bajos). Este método 
incluye un primer paso de eliminación de ADN genómico, seguido de la reacción de la retro-
transcriptasa. 
Para cuantificar la expresión de los mensajeros se realizaron ensayos de PCR 
cuantitativa a tiempo real con 4 μl de ADNc por duplicado y utilizando como control de carga el 
gen de la  GAPDH (del inglés ). Se utilizó la mezcla 
de reacción FastStart Taqman® Probe Master de la casa comercial Roche (Madrid, España) y los 
primers y sondas específicos para cada transcrito se diseñaron, sintetizaron y comercializaron 
por Applied Biosystems (Madrid, España) (Tabla 3).  
 
 
 
El ensayo de amplificación se llevó a cabo en placas multipocillo en un volumen final de 
25 μl, conteniendo 1,25 μl de la mezcla de cebadores y sonda correspondiente, 2,5 μl de ARNt 
(30 ng/ml), 3,75 μl de agua ultrapura estéril, 12,5 μl de la mezcla TaqMan® Universal PCR Master 
Mix (Applied Biosystems) (incluye los dNTPS, tampón de reacción y AmpliTaqGold® polimerasa) 
y 4 μl del ADNc obtenido tras las RT. En cada PCR se incluyeron los correspondientes controles 
negativos. La amplificación se llevó a cabo en el termociclador Applied Biosystems 7300 Real-
Time PCR System siguiendo las recomendaciones del fabricante para este tipo de sondas. La 
cantidad de transcrito se calculó usando el método de la segunda derivada y cuantificación 
   
  
relativa con corrección de eficiencias utilizando la versión  1.4 del programa informático  
Applied Biosystems Sequence Detection.  
                 
 
 
Para estudiar los niveles de diferentes proteínas  se llevaron a cabo ensayos de 
 del cerebelo, tronco encefálico y estriado  de ratones WT y ratones transgénicos modelo de 
SCA3. La extracción de proteína se llevó a cabo mediante el kit comercial SurePrep RNA/Protein 
Purification (FisherScientific) siguiendo las instrucciones del fabricante. Para determinar la 
concentración de proteína total en los extractos, se utilizó el kit Bio-Rad DC protein assay (Bio-
Rad, CA, EEUU) utilizando BSA como proteína estándar para construir la curva patrón. Se midió 
la absorbancia a 595 nm en un espectrofotómetro Varioskan (Thermo Fisher Scientific Ltd, 
Leicestershire, Reino Unido). Las muestras se diluyeron con tampón de carga (Tris 0.5 M pH 6.8, 
SDS 10%, azul de bromofenol 0.2%, glicerol al 87% y β-mercaptoetanol) y se calentaron a 95ºC 
durante 5 minutos.  Posteriormente, los extractos proteicos (20 μg)  se sometieron a 
electroforesis en un gel de poliacrilamida al 12% con SDS.  Las proteínas separadas por 
electroforesis se transfirieron a una membrana de Immobilon-P  (Millipore Corporation, 
Bedford, MA, EE.UU) durante 1 hora a 100 voltios con una Mini Trans-Blot Electrophoretic 
Transfer Cell (Bio-Rad). A continuación se procedió a la detección de las proteínas mediante el 
uso de anticuerpos específicos.  
Para evitar uniones inespecíficas, las membranas  se incubaron previamente en solución 
de bloqueo (5% leche desnatada en TBS con 0.1% de Tween-20 (TBST)) durante 1 hora a 
temperatura ambiente. Tras eliminar la solución bloqueante, las membranas se incubaron 
durante toda la noche a 4ºC con el correspondiente anticuerpo primario (Tabla 4). Tras esta  
incubación se realizaron varios lavados en TBST, y seguidamente se incubaron las membranas 
con un anticuerpo secundario acoplado a la enzima peroxidasa de rábano (HRP) y  especifico de 
especie (Amersham ECL, GE Healthcare) diluido 1:5000 en la solución de bloqueo durante 2 
horas a temperatura ambiente. Finalmente, tras varios lavados en TBST, el complejo inmune se 
visualizó por quimioluminiscencia, utilizando para ello el kit Amersham ECL Prime Western 
Blotting Detection Reagent (GE Healthcare).  
 
 
 
 
 
   
  
Las bandas correspondientes a las proteínas específicas se digitalizaron mediante un 
densitómetro GS-800 (Bio Rad) y la intensidad de cada banda se cuantificó mediante su análisis 
densitométrico con el programa informático Quantity One 4.5.0 (Bio-Rad).   Los datos se 
normalizaron respecto a la GAPDH, utilizada como control de carga, y se representan  como 
porcentaje normalizado respecto al valor medio del grupo control.  
 
 
 
 
Los animales utilizados para estudios histológicos se anestesiaron  con una inyección 
intraperitoneal de una mezcla de Ketamina (Imalgene® 500 - Rhône Mérieux, Lyon, Francia) / 
Xilacina (Rompún® - Bayer AG, Leverkusen, Alemania) (3:1) y se perfundieron transcardialmente. 
La perfusión se realizó  primero con tampón fosfato salino (PBS, del inglés 
 para eliminar la sangre y posteriormente con  paraformaldehido al 4% en PBS para fijar 
los tejidos.  Seguidamente  se extrajo el encéfalo del animal que se mantuvo durante 12 horas a 
4ºC  en el mismo fijador. Posteriormente, los cerebros se crioprotegieron manteniéndolos en 
sacarosa al 30% en PBS durante 48 horas a 4ºC. Después, se congelaron en isopentano y se 
almacenaron a -80ºC.  Los cerebros congelados se embebieron en Tissue-Tek®  (Sakura Finetek 
Europe B.U., Países Bajos) y se cortaron en un criostato Leica (Heerbrugg, Suiza) en secciones 
sagitales de 30μm de grosor que se almacenaron en solución anticongelante a -20ºC hasta el día 
de su utilización.  
 
 
 
Para esta tinción se utilizó una disolución de cloruro de metiltioninio (azul de metileno), 
un colorante básico que tiñe el núcleo y en menor medida el citoplasma de las células de color 
azul. Las secciones sagitales de cerebro congelado se montaron en portas previamente tratados 
con gelatina porcina (Sigma) y se dejaron atemperar durante al menos 30 minutos. A 
continuación, se incubaron con una solución de azul de metileno al 0.1% durante 5 minutos y se 
lavaron con agua destilada. Las muestras se deshidrataron en pases sucesivos de 3 minutos de 
alcohol al 70%, al 96% y al 100%, seguido de un pase de 5 minutos con xilol. Todas las secciones, 
una vez deshidratadas, se montaron con medio de montaje no acuoso DPX (Fluka Analytical, 
Alemania) 
Para la observación de las preparaciones y la toma de fotografías se empleó un 
microscopio Leica DMRB (Leica, Wetzlar, Alemania) y una cámara DFC300FX, respectivamente. 
Para el contaje del número de células se tomaron microfotografías de alta resolución con el 
objetivo 20x y en las mismas condiciones de luz, brillo y contraste.  Se analizaron  4 campos, de 
al menos 3 secciones y un mínimo de 5 animales por grupo. El valor final para cada uno de los 
grupos es la media de todos los animales incluidos en el estudio. Los datos se expresan como 
porcentaje normalizado respecto al número medio de células de los casos control. 
 
 
   
  
 
 
Se realizaron tinciones con anticuerpos específicos con el fin de estudiar la expresión de 
diferentes proteínas en distintas regiones encefálicas afectadas en la enfermedad. Las secciones 
de tejido congelado se montaron en portas gelatinizados y se dejaron atemperar durante al 
menos 30 minutos. Posteriormente, las muestras se hidrataron en KPBS 50mM, pH 8 durante 10 
minutos y se permeabilizaron con tampón  KPBS con 0.1% de Tritón X-100 durante 30 minutos. 
Para bloquear la actividad peroxidasa endógena las secciones se incubaron en una solución de 
bloqueo de la peroxidasa (DakoCytomation) a temperatura ambiente durante 30 minutos. Tras 
varios lavados en KPBS, los tejidos se incubaron con el anticuerpo primario correspondiente 
durante toda la noche a 4ºC (Tabla 5). Los anticuerpos se diluyeron en KPBS conteniendo 1% de 
BSA y 0.1% de Triton X-100. Después de la incubación, las secciones se lavaron en KPBS y se 
incubaron con los anticuerpos secundarios de cabra anti-conejo biotinilado (1:200) o de caballo 
anti-cabra biotinilado (1:200) (Vector Elite)  durante 2 horas a temperatura  ambiente. Para 
obtener el producto visible de la reacción se utilizó el complejo Avidina-Biotina para amplificar 
la señal  y DAB como sustrato, siguiendo las instrucciones del fabricante. Las secciones se 
deshidrataron, se montaron con medio de montaje no acuoso, DPX y se almacenaron en 
oscuridad hasta su observación al microscopio. Para asegurar la especificidad de los anticuerpos 
utilizados se realizaron controles negativos  incubando en ausencia del anticuerpo primario. 
 
 
 
 
Para la observación de las preparaciones y la toma de fotografías se empleó un 
microscopio Leica DMRB (Leica, Wetzlar, Alemania) y una cámara DFC300FX, respectivamente. 
Para el contaje del número de células se tomaron microfotografías de alta resolución con el 
objetivo 20x y en las mismas condiciones de luz, brillo y contraste.  Se analizaron  4 campos, de 
al menos 3 secciones y un mínimo de 5 animales por grupo. El valor final para cada uno de los 
grupos es la media del número de células de todos los animales incluidos en el estudio. Los 
datos se expresan como porcentaje respecto al grupo control.  
 
 
 
 
   
  
 
 
Para la detección de heterómeros del receptor CB
1
 con otros receptores como el CB
2
 y el 
A
2A
 las secciones de tejido congelado procedente del encéfalo de animales  y animales 
transgénicos SCA3 se montaron en portas previamente gelatinizados  y  se atemperaron  
durante al menos 30 minutos antes de comenzar el experimento.  Posteriormente, las muestras 
se hidrataron  en PBS conteniendo 20 mM de glicina y se permeabilizaron  usando  el mismo 
tampón con un 0.05% de Tritón X-100.  Después, se lavaron abundantemente  en PBS y  se 
procedió a la detección de los heterómeros CB
1
-CB
2
 y CB
1
-A
2A
 mediante el kit comercial Duolink® 
II in situ PLA  detection (Olink, Bioscience Uppsala, Suecia) (Figura 6).   
 
 
 
 
 
En dicho proceso las muestras se  incubaron en una solución de bloqueo a 37ºC durante 
30 minutos. Después, las muestras se incubaron toda la noche en  una cámara húmeda  a 4ºC  en 
el medio de dilución de anticuerpo con una mezcla a partes iguales de los dos anticuerpos 
primarios correspondientes ( 
Tabla 6). Tras varios lavados con PBS, las secciones se incubaron con una mezcla 
equimolecular de las sondas Duolink® In Situ PLA probe anti-Mouse PLUS,  Duolink®  In Situ PLA 
probe anti-Rabbit PLUS o  Duolink®  In Situ PLA probe anti-Rabbit MINUS, según corresponda,  
durante  1 hora  a 37ºC.  Después de lavar con tampón de lavado a temperatura ambiente, las 
muestras se procesaron para las etapas de ligación, amplificación y detección tal como se 
describe por el fabricante.  Después del lavado exhaustivo a temperatura ambiente con tampón 
de lavado B, las células se montaron utilizando medio de montaje acuoso con el marcador de 
núcleos DAPI (Duolink®  In Situ Mounting Medium, Duolink).  
 
La amplificación se realizó con el kit Duolink®  In Situ Detection Reagents Red el cual 
está constituido por nucleótidos de detección que emiten  un marcaje rojo fluorescente cuando  
   
  
ambos receptores se encuentran lo suficientemente cerca, debido a su heterodimerización, como 
para permitir que las dos sondas de ADN sean capaces de  ligar (< 17nm) (Callén et al., 2012). 
Los heterómeros son visibles como manchas rojas en neuronas con el núcleo teñidos en azul.  
Para asegurar la especificidad de la técnica  se realizaron controles negativos donde las 
secciones se incubaron con el  anticuerpo primario correspondiente unido a la sonda Duolink®  
PLA probe PLUS y posterior incubación con la sonda Duolink®  PLA probe MINUS.   
anti-CB1: PA 1-745 1:100 P Thermo Scientific,  MA, EEUU 
anti-CB2: 101550 1:100 P Cayman Chemical Company, MI, EEUU 
anti-A2A: 05-717 1:100 M Millipore,  MA, EEUU 
 
 
Para las observaciones y toma de fotografías se empleó un microscopio confocal Leica 
SP2 (Leica Microsystems, Mannheim, Alemania). Las imágenes se procesaron con el programa 
informático Fiji.  Se tomaron seis microfotografías  por animal sobre las que se cuantificó el 
número de células positivas para el correspondiente heterómero respecto al número de células 
totales (aproximadamente de 300 a 400 células por animal). El  análisis se llevó a cabo de 
manera independiente para cada una de las regiones estudiadas. Los datos se expresan como el 
valor r, que  corresponde al número de puntos positivos en relación al número de células que 
expresan el heterómero (Bonaventura et al., 2014). 
 
 
 
Todos los resultados experimentales se analizaron  mediante diferentes tipos de tests 
estadísticos. 
 
 Para hacer comparaciones en experimentos con solo dos grupos independientes se 
empleó la prueba paramétrica T de Student, seguida por la corrección de Bonferroni 
para comparaciones múltiples o un análisis de varianza (ANOVA) de una vía seguido de 
un test  de Newman-Keuls. 
 
 Para comparar más de dos grupos se utilizó un análisis ANOVA con medidas repetidas 
seguido de un test  de Newman-Keuls para comparaciones múltiples. 
 
 Para comparar las curvas de supervivencia de Kaplan-Meier se utilizó el test de contraste 
de hipótesis de Log-Rank.  
 
El análisis estadístico se llevó a cabo con la versión 5.00 del programa 
informático GraphPad Prism. El tipo de análisis utilizado  en cada caso se menciona en 
la correspondiente leyenda de cada figura. 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
    
  
 
Se han descrito alteraciones en elementos específicos del sistema cannabinoide 
endógeno (es decir, ligandos, receptores y enzimas) en pacientes afectados por diferentes 
patologías como la enfermedad de Huntington (Blázquez et al., 2011; Palazuelos et al., 2009), 
enfermedad de Alzheimer (Benito et al., 2003) o enfermedad de Parkinson  (García et al., 2015; 
Gómez-Gálvez et al., 2015), entre otras. Sin embargo, los posibles cambios que se dan en el 
sistema cannabinoide endógeno en las SCAs aún no sido explorados hasta el desarrollo de esta 
tesis doctoral y estos estudios acaban de ser publicados (Rodríguez-Cueto et al., 2014a, 2014b). 
En este diseño experimental se estudió el patrón de expresión de los receptores cannabinoides 
CB
1
 y CB
2
, y de las enzimas FAAH y MAGL en muestras de cerebelo procedentes de pacientes con 
SCA. Nuestros análisis se han centrado en el cerebelo, por ser esta la estructura comúnmente 
afectada en todas las SCAs, concretamente se analizaron los diferentes elementos del sistema 
cannabinoide endógeno en regiones de sustancia gris (corteza cerebelosa y núcleo dentado) y en 
áreas de sustancia blanca (la sustancia blanca subcortical a la corteza cerebelosa y la que rodea 
al núcleo dentado). 
 
 
 
 
El primer paso en este diseño experimental fue confirmar que las  muestras procedentes 
de los pacientes de SCA tenían las alteraciones neuropatológicas esperadas en este tipo de 
enfermedades.  Para ello, se analizó el patrón de expresión de dos marcadores celulares  
relacionados con los principales tipos neuronales afectados en las SCAs. En concreto se estudió 
la expresión de la proteína de unión a calcio calbindina, ampliamente  utilizada como marcador 
de las células de Purkinje y que se ha visto disminuye en este tipo celular en la degeneración 
cerebelosa (Ishikawa et al., 1995). También se estudió la expresión de la enolasa especifica de 
neuronas (NSE, del inglés ), una enzima citoplasmática que se encuentra 
en algunos tipos de neuronas, entre ellas las neuronas del núcleo dentado (Nogami et al., 1998), 
y  que ha sido utilizada para estudiar el grado de degeneración neuronal en otras enfermedades 
que afectan al cerebelo (Koeppen et al., 2011, 2013). En paralelo a estudiar la degeneración 
neuronal  en las muestras de pacientes de SCA también se investigó la existencia  de procesos de 
microgliosis y astrogliosis, con los marcadores Iba1-1  y  GFAP respectivamente, algo que se ha 
observado que ocurre en la mayoría de las SCAs (Rüb et al., 2013). 
    
  
 
Tal y como esperábamos a partir de la información proporcionada por el biobanco,  
hemos detectado profundos signos de degeneración en las muestras de cerebelo procedentes de 
pacientes de SCA en comparación con las muestras  procedentes de individuos control.  Por un 
lado,  los análisis de inmunohistoquímica para calbindina confirmaron una notable pérdida de 
células de Purkinje en el cerebelo de los pacientes de SCA comparado con los casos control  
(Figura 1 A, B). Además, la inmunotinción con calbindina permitió identificar alteraciones 
morfológicas en las células de Purkinje que aún sobreviven en los enfermos de SCA (Figura 1 B.I, 
B.II). Dichas alteraciones morfológicas incluyen un  cuerpo celular encogido,  reducción en el 
tamaño de su árbol dendrítico, deformaciones del cono axónico (torpedos axonales) y la 
aparición de cestas vacías o que corresponden a terminaciones dendríticas en 
torno a las células de Purkinje ya desaparecidas  algo que ya ha sido descrito previamente  que 
ocurre en estas enfermedades (Ishikawa et al., 1995; Koeppen, 2005; Seidel et al., 2012). Estas 
alteraciones en las células de Purkinje sólo aparecían en los cerebelos procedentes de enfermos 
de algún tipo de SCA. En estos casos se pudo apreciar células que están en diferentes fases de 
degeneración mostrando  una pérdida variable de calbindina, aparentemente en gradiente, con  
células de Purkinje que sobreviven y que presentaban una fuerte inmunotinción a calbindina 
hasta en otras en las que había una importante reducción de este marcador (Figura 1 B.II-E). 
Estos análisis mostraron una relación directa entre la pérdida de la proteína calbindina por parte 
de las células de Purkinje y la degeneración celular, datos que concuerdan  con estudios previos 
realizados también en muestras de tejido de pacientes con diferentes tipos de SCAs (Ishikawa et 
al., 1995). Las células de Purkinje supervivientes a menudo se encuentran rodeadas por gránulos 
positivos para calbindina (Figura 1 C y D), de forma similar a lo que se ha descrito en otras SCAs 
(Seidel et al., 2012).  
Además de una perdida de células de Purkinje también se observó una reducción en el 
número de neuronas en el núcleo dentado del cerebelo de los pacientes de SCA, según muestra 
la inmunohistoquímica para la NSE que se utilizó como marcador de este tipo de neuronas 
(Figura 2). Esta pérdida de células en el núcleo dentado ya se había observado previamente en 
muestras  de individuos afectados por la SCA3, la SCA7 y la SCA17  (Koeppen, 2005; 
Koeppen et al., 2013). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
    
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
    
  
 
A pesar de que el papel de las células gliales en la patogénesis de las SCAs no está del 
todo definido, los estudios previos en el cerebelo de pacientes con esta patología mostraban 
que, a menudo, la degeneración neuronal iba acompañada de procesos de gliosis (Rüb et al., 
2013). También en nuestro caso, la expresión de Iba-1 demostraba un incremento en las células 
de microglía en áreas de sustancia blanca y sustancia gris del cerebelo de enfermos de SCA.    
Esta activación microglial fue particularmente evidente en la capa granular de la corteza 
cerebelosa (Figura 3 A, B), así como en la sustancia blanca de las folias (Figura 3 C, D) así como la 
que rodea al núcleo dentado (Figura 3 E, F). La microglía identificada en los cerebelos de 
pacientes de SCA presentaba una  la morfología típica de la microglía reactiva con una reducción 
en sus procesos e incremento en el tamaño de su cuerpo celular (Figura 3 B.I, D.I). Se observó 
también la presencia de infiltrados perivasculares de microglía en la sustancia blanca de los 
pacientes de SCA (Figura 3 F.I).  
 
 
 
 
    
  
 
Respecto a la astroglía, en el cerebelo de los pacientes de SCA también se observó  un 
incremento en la expresión de GFAP, que es un marcado de astrocitos, con respecto a los 
individuos control, lo que significa que hay una importante astrogliosis. Esta activación 
astroglial se observó en áreas de sustancia blanca, tanto en la  de las folias cerebelosas  como en 
la que rodea el núcleo dentado (Figura 4). En la sustancia blanca el marcaje se localizaba de 
forma preferente en  la superficie externa de los vasos sanguíneos (Figura 4 B.I y D.I).  
 
 
 
 
 
 
 
Además de en la sustancia blanca, se observó un marcado incremento de la expresión de GFAP 
en la corteza cerebelosa de los pacientes con SCA respecto de los controles (Figura 5 A, B). Este 
incremento fue evidente tanto en la capa granular (Figura 5 C, D) como en la capa molecular y la 
capa de células de Purkinje (Figura 5 E, F).  En la capa granular, el marcaje para GFAP se localizó 
en astrocitos protoplásmicos dispersos (Figura 5 D.I). En la capa molecular el marcaje 
correspondió a los procesos  de la glía de Bergmann, un astrocito característico de la corteza del 
cerebelo, que se caracteriza por  un cuerpo celular pequeño localizado muy próximo al soma de 
las células de Purkinje y unas prolongaciones que se proyectan hacia la capa molecular (Figura 5 
F.I). El incremento observado en los cerebelos procedentes de  enfermos de ataxia  fue tanto en 
el número de células gliales como en el número de procesos. Este incremento en  la glía de 
Bergmann, se ha descrito previamente en cerebelos de pacientes que habían padecido algunos de 
los tipos de ataxias dominantes como la SCA2, la SCA3 o la SCA17 (Bruni et al., 2004; Fujigasaki 
et al., 2001; Scherzed et al., 2012).  
 
 
    
  
 
 
 
 
 
 
    
  
 
Una vez confirmadas las alteraciones neuropatológicas (perdida neuronal, activación 
glial) en el cerebelo de pacientes con SCAs, nos propusimos analizar los cambios en diferentes 
proteínas del sistema endocannabinoide. Nuestros resultados mostraron claras diferencias en el 
patrón de expresión de los receptores cannabinoides CB
1
 y CB
2
 así como en el de las enzimas de 
degradación de endocannabinoides  FAAH y MAGL en el cerebelo de los pacientes de SCA al 
compararlos con los controles. Este incremento se observó en áreas de sustancia gris, en la 
corteza cerebelosa (capa granular y  capa de células de Purkinje) y en las células del núcleo 
dentado. También se observó aumento en la expresión de varios elementos del sistema 
cannabinoide endógeno en la sustancia blanca, tanto en la zona subcortical como en la que 
rodea al núcleo dentado.   
 
Como se ha mencionado anteriormente, el cerebelo es una de las estructuras del SNC 
donde el receptor CB
1
 se expresa más abundantemente, especialmente en la corteza cerebelosa 
(Herkenham et al., 1991a, 1991b; Tsou et al., 1998). En  los individuos control se observa 
marcaje para este  receptor en la zona basal de las células de Purkinje, las conocidas 
formaciones tipo pincel, lo que indica que el receptor CB
1
 está localizado en los axones de las 
células en cesto que sinaptan con el soma de las células de Purkinje (Suárez et al., 2008; Tsou et 
al., 1998). En  todas las muestras analizadas, que procedían de pacientes con diferentes tipos de 
SCAs, se observó un incremento en la intensidad de marcaje para el receptor CB
1 
en estas 
formaciones con respecto a los controles. Además, en las muestras de los pacientes de SCA, el 
cuerpo celular de las células de Purkinje se marcaba moderadamente, algo que no se observó en 
los individuos control (Figura 6 A, B). El análisis cuantitativo de las imágenes obtenidas con la 
inmunotinción para el receptor CB
1
 en la corteza cerebelosa permitió confirmar el incremento 
significativo de este receptor en las células de Purkinje en los pacientes de SCA en comparación 
con los controles.  Este  aumento en la inmunorreactividad para el receptor CB
1
 era común a 
todos los pacientes, independientemente del tipo de SCA al que pertenezcan (Figura 6 C).
Mediante estudios de doble inmunofluorescencia con  calbindina se confirmó la 
presencia del receptor CB
1
 en el soma de las células de Purkinje de los enfermos de SCA, como 
puede apreciarse claramente en las imágenes de secciones confocales únicas (Figura 7 A-H) y en 
el plano ortogonal (Figura 7 I), algo que ya había sido descrito previamente por otros autores en 
cerebelo de rata (Moldrich y Wenger, 2000). Nuestros datos muestran que el incremento en la 
expresión del receptor CB
1
 parece ser más evidente en aquellas células que presentan una baja 
expresión de calbindina (células degeneradas) siendo baja la expresión del receptor CB
1
 en 
aquellas células con alto contenido en esta proteína (células poco degeneradas) (Figura 7 J), lo 
que significaría que: (i) la presencia del receptor CB
1
 en las células de Purkinje podría servir de 
marcador de neurodegeneración; y (ii) aunque los niveles del receptor CB
1
 incrementarían en 
    
  
cada célula, los niveles globales para este receptor en las SCAs irían progresivamente 
disminuyendo en paralelo a la pérdida de neuronas de Purkinje. 
 
 
 
 
 
    
  
En los cerebelos procedentes de enfermos de SCA se observó también una fuerte 
inmunotinción para el receptor CB
1
 en las otras neuronas que degeneran en la enfermedad, las 
neuronas del núcleo dentado (Figura 8 B).  En los casos control, sin embargo,  el marcaje en estas 
células es más moderado (Figura 8 A) como ya habían visto otros autores (Suárez et al., 2008). La 
cuantificación de la densidad de marcaje para el receptor CB
1
 confirmó que los niveles de 
marcaje para este receptor eran más altos en este tipo de neuronas en los pacientes de SCA ( 
Figura 8 C).  Este  aumento en la expresión del receptor CB
1
 es común a todos los casos 
independientemente del tipo de SCA. Puede parecer que se trata de una situación singular, ya 
que lo normal en las enfermedades neurodegenerativas (enfermedad de Huntington, enfermedad 
de Parkinson y otras) es que los niveles del receptor CB
1
 disminuyen en paralelo a la perdida 
neuronal dada su presencia en las neuronas que degeneran en estas enfermedades. Sin embargo,   
es importante destacar que también se ha observado un  incremento en la expresión del receptor 
CB
1
 en neuronas en algunas enfermedades neurodegenerativas, como la enfermedad de 
Parkinson (Van Laere et al., 2012; Lastres-Becker et al., 2001) aunque, en este caso, el receptor 
CB1no estaría localizado en las neuronas que degeneran en esta enfermedad. Puede decirse, por 
tanto, que el caso de las SCAs es la primera vez que se observa un incremento del receptor en 
las células que directamente degeneran en la enfermedad.   
 
 
 
En la corteza cerebelosa, además de en las células de Purkinje, nuestros estudios  
muestran una fuerte inmunotinción para el receptor CB
1
 en la capa granular de los pacientes de 
SCA en comparación con los sujetos control (Figura 9 A, B).  La cuantificación de la densidad de 
marcaje para el  receptor CB
1
  en esta estructura confirmó un aumento de expresión para este 
receptor en todos los pacientes de SCA,  independientemente del tipo de ataxia al que 
correspondan  (Figura 9 C).   
    
  
De nuevo, para definir los tipos celulares específicos que expresan receptores CB
1 
se 
llevaron a cabo experimentos de doble marcaje. Para tal fin, se emplearon, en cada caso frente al 
receptor CB
1
, dos marcadores fenotípicos bien conocidos: la proteína de unión a la molécula 
adaptadora de unión a calcio Iba-1 (un marcador de microglia) y  la proteina acida fibrilar glial 
GFAP (un marcador de astrocitos). Los resultados mostraron que la inmunotinción para el 
receptor CB
1
 colocaliza con la señal que detectan ambos anticuerpos lo cual indica que las 
células que expresan el receptor CB
1  
en la capa granular del cerebelo de los pacientes de SCA
 
son 
astrocitos y microglía
 
(Figura 9 D-K). Varios estudios previos sugieren que la expresión del 
receptor CB
1
 en estas células podría ser parte de mecanismos de protección endógena que se 
activan en respuesta al daño y que tendrían como finalidad preservar las neuronas de la muerte 
en estas áreas cerebrales (García-Ovejero et al., 2009; Waksman et al., 1999). 
 
 
 
 
    
  
En cuanto a las áreas de sustancia blanca, nuestros resultados demostraron un 
moderado incremento en la expresión del receptor CB
1 
tanto en la sustancia blanca subcortical 
(Figura 10 B) como en la que rodea el núcleo dentado (Figura 10 E) de los pacientes de SCA,  
marcaje que no aparece en las muestras de tejido de los individuos control (Figura 10 A, D).  El 
análisis  cuantitativo de las imágenes confirmó el aumento de expresión del receptor CB
1 
en el 
cerebelo de los pacientes de SCA en ambas áreas de sustancia blanca (Figura 10 C, F). Las celulas 
CB
1
 positivas en la sustancia blanca de las folias en los pacientes SCA mostraban una morfología 
similar a las células microgliales (Figura 10 B.II, E.II).  
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Con el fin de identificar el tipo  celular de nuevo  llevamos a cabo experimentos de doble 
marcaje en estas estructuras, utilizando marcadores específicos de células gliales como son el 
marcador de microglía Iba-1, el marcador de astrocitos GFAP y el antígeno marcador de 
macrófagos infiltrados CD68.  Nuestros datos indicaron la presencia de receptores CB
1 
en estos 
tres tipos celulares en la sustancia blanca del cerebelo de los enfermos de SCA Figura 11). El  
    
  
incremento en la expresión de CB
1
 en estas células gliales también se ha descrito en el cerebro 
 de pacientes afectados por otras otras patologías neurológicas como la esclerosis 
múltiple (Benito et al., 2007). 
 
 
 
 
Como se ha comentado en la Introducción, la expresión del receptor CB
2
 en el SNC está, 
en general, frecuentemente asociada a elementos gliales, en particular aquellos localizados en 
zonas lesionadas o bajo situaciones patológicas (Fernández-Ruiz et al., 2007). Esto parece ser 
que también ocurre en las SCAs aunque se observaron algunos elementos singulares en estas 
enfemedades.  En el cerebelo de los individuos de SCA, se observó un nivel de marcaje para CB
2
 
de moderado a intenso en todas las regiones estudiadas, en comparación con la poca presencia 
de este receptor en el cerebelo de los individuos control tal y como se había publicado 
previamente (Núñez et al., 2004). Nuestros resultados muostraron la mayor presencia del 
receptor CB
2
 en la capa granular de la corteza cerebelosa y en áreas de sustancia blanca.  En los 
casos de SCA, la capa granular de la corteza cerebelosa presentaba una señal significativamente 
más fuerte para este receptor en comparación con los controles (Figura 12 A, B), según se pudo 
comprobar mediante el análisis de la densidad de marcaje (Figura 12 C). Los experimentos de 
doble inmunofluorescencia con el marcador Iba-1 nos permitieron localizar la expresión del 
    
  
receptor CB
2
 en la capa granular en las células de microglía (Figura 12 D-G). Esta presencia del 
receptor en las células microgliales ya se había observado previamente en otras  patologías del 
sistema nervioso como  son la enfermedad de Alzheimer (Benito et al., 2003; Ramírez et al., 
2005),  la enfermedad de Huntington  (Palazuelos et al., 2009), la enfermedad de Parkinson 
(Gómez-Gálvez et al., 2015) la esclerosis múltiple (Benito et al., 2007) y la esclerosis lateral 
amiotrófica (Yiangou et al., 2006).        
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Sin embargo, los cambios más llamativos en la expresión del receptor CB
2
 se detectaron 
en la sustancia blanca de las folias cerebelosas (Figura 13 A, B) y también en la sustancia blanca 
próxima al núcleo dentado (Figura 13 D, E).  En ambas regiones se observa un incremento 
significativo para el receptor CB
2
 en todos los casos de SCA, independientemente del tipo al que 
corresponden (Figura 13 C, F).  
Los experimentos de inmunohistoquímica realizados sobre muestras de cerebelo 
 nos han mostrado también la expresión de CB
2
 en las paredes de los vasos. Este marcaje 
    
  
se observa tanto  en los casos control (datos no mostrados), como ya se había descrito 
previamente (Núñez et al., 2004), como en los casos de SCA, siendo en estos últimos mucho más 
intensa la señal (Figura 13).        
Los estudios de doble inmunofluorescencia en la sustancia blanca, nos revelaron la 
presencia del receptor CB
2 
en  microglía (colocalización con Iba-1) y astrocitos (colocalización 
con GFAP) (Figura 14), unos datos que se corresponden con lo descrito previamente en distintas 
regiones cerebrales de pacientes afectados por la enfermedad de Alzheimer (Benito et al., 2003), 
la enfermedad de Huntington (Palazuelos et al., 2009), la esclerosis múltiple (Benito et al., 2007), 
el síndrome de Down (Núñez et al., 2008) o más recientemente, la enfermedad de Parkinson 
(Gómez-Gálvez et al., 2015). En relación a las células positivas para el receptor CB
2
 en las paredes 
de los vasos sanguíneos, nuestros análisis revelaron que se trata de astrocitos perivasculares 
(Figura 14 L, detalle en L.I). 
En general siempre se ha creído que el receptor CB
2
 se expresaba principalmente en el 
SNC en células gliales. Sin embargo, varios trabajos realizados a lo largo de los últimos 10 años 
han descrito la expresión de este receptor en algunas subpoblaciones neuronales  del cerebelo, 
tronco encefálico y ganglios basales, entre otras  (García et al., 2015; Lanciego et al., 2011; Van 
Sickle et al., 2005; Skaper et al., 1996). En nuestros análisis, además de la expresión del receptor 
CB
2
 en las células de glía que se han mencionado anteriormente, también hemos observado  
marcaje para este receptor en neuronas. Por un lado, en los sujetos control, hemos visto señal en 
las formaciones tipo pincel situadas en torno al soma de las células de Purkinje de la corteza 
cerebelosa y en las neuronas del núcleo dentado. Por otro lado, al igual que  ocurría en el caso 
del receptor CB
1
, el estudio inmunohistoquímico del receptor CB
2
 en el cerebelo de los enfermos 
de SCA
  
mostró un incremento significativo en la expresión de este receptor en las células de 
Purkinje que aún sobreviven en la enfermedad (Figura 15 A-C), un marcaje que aparece tanto a 
nivel de las formaciones tipo pincel cómo en el propio cuerpo celular de estas neuronas. La 
presencia del receptor CB
2
 en el cuerpo celular de las células de Purkinje se confirmó mediante 
experimentos de doble inmunofluorescencia con el marcador calbindina (Figura 16 A-H) y 
mediante la obtención del plano ortogonal (Figura 16I). El hecho de que el receptor CB
2
 se 
exprese en las neuronas que degeneran en la enfermedad se ha  visto recientemente en otra 
enfermedad degenerativa como es la enfermedad de Parkinson, en la que se ha observado el 
receptor CB
2
 en las neuronas dopaminérgicas nigroestriatales en sujetos control disminuyendo 
significativamente en los pacientes de parkinson en paralelo a la pérdida de estas neuronas 
(García et al., 2015). En la capa de células de Purkinje se observó, además, un marcaje que, por 
su localización en forma de punteado, parece ser en la glía de Bergmann, un tipo de célula glial 
que se ha visto se encuentra activada en los pacientes de SCA (Robitaille et al., 1995). Esta 
expresión del receptor CB
2 
 aparece tanto en los tejidos de los individuos control como en los de 
los enfermos de SCA, siendo en estos últimos mucho más abundante e intenso (flechas rojas en 
Figura 15 A.I, B.I). Sin embargo, los intentos de colocalización con marcadores específicos para 
este tipo de células gliales (L1.NCAM, vimentina o GFAP) que se han realizado en estos estudios 
no han sido en ningún caso concluyentes (datos no mostrados).  
 
    
  
 
    
  
 
 
 
 
 
 
    
  
    
  
Como hemos mencionado anteriormente los experimentos de inmunohistoquímica 
también muestran presencia del receptor CB
2
 en las neuronas del núcleo dentado tanto en el 
cerebelo de los individuos enfermos de SCA como en los controles (Figura 17 A, B). Este marcaje,  
que aparece en forma de punteado y localizado en un polo de la célula, ya se ha descrito 
previamente y corresponde a los terminales nerviosos de las fibras musgosas procedentes de 
varios núcleos cerebrales  (Suárez et al., 2008).  Nuestros datos revelan  un incremento 
significativo del receptor CB
2
 en estas terminaciones  en todos los casos de SCA (Figura 17 A.I, 
B.I), confirmado mediante el análisis cuantitativo de las imágenes (Figura 17 C).  Además, en 
estas células del núcleo dentado del cerebelo de los pacientes de SCA que expresan el receptor 
CB
2
, hemos observado degeneración grumosa, un tipo rasgo neuropatológico característico de 
estas enfermedades y que se asocia con la proliferación de terminales sinápticos patológicos 
(Koeppen, 2005; Koeppen et al., 2011, 2013) (Figura 17 A.II, B. II).   
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Como en el caso de los receptores CB
1 
y CB
2
, los niveles de FAAH también se 
incrementaron en el cerebelo de los individuos afectados por algún tipo de SCA con respecto a 
los controles. Este incremento de la enzima FAAH ya se había observado en otras patologías 
neurodegenerativas como la enfermedad de Alzheimer  o la esclerosis múltiple (Benito et al., 
2003, 2007).  En el cerebelo de sijetos control, se detectó señal para FAAH en las células de 
    
  
Purkinje en cada sujeto , con un marcaje preferentemente perinuclear similar  al obtenido en 
estudios previos  (Figura 18 A, A,I) (Romero et al., 2002). Sin embargo,  en los casos de SCA 
estudiados, se observó una inmunotinción que además de ser más intensa  aparecía distribuida 
por todo el soma celular (Figura 18 B). Además, la cuantificación de la expresión de esta enzima 
en las células de Purkinje   en cada sujeto demostró estar significativamente más elevada en 
todos los casos de SCA estudiados, independientemente del tipo de SCA que se tratara, siempre 
respecto a los sujetos control (Figura 18 C).  La presencia de la enzima FAAH en las neuronas de 
Purkinje fue confirmada mediante colocalización con el marcador calbindina (Figura 18 D-K). 
    
  
Por otra parte, los resultados obtenidos indican que la expresión de la enzima FAAH no 
experimentaba ningún cambio en las neuronas de núcleo dentado de los individuos afectados 
por SCA con respecto a los sujetos control. Además, a  pesar de que estudios previos en 
muestras  indicaban que estas células expresan una fuerte señal para FAAH 
(Romero et al., 2002), nuestros datos solo muestran una expresión muy leve en estas células 
(Figura 19 A, B).  
 
 
 
Los cambios más significativos en cuanto a la expresión de FAAH en el cerebelo de 
enfermos de SCA se detectaron en la capa granular de la corteza cerebelosa (Figura 20 A-C). En 
concreto, se observó un incremento en la señal de FAAH en astrocitos, como se demostró por 
doble marcaje con GFAP y FAAH (Figura 20 D-G) (Benito et al., 2003; Núñez et al., 2008; Romero 
et al., 2002). Además de en la capa granular nuestros resultados mostraban un incremento en ña 
inmunorreactividad para FAAH en la sustancia blanca de los enfermos de SCA (Figura 21 A-E). 
Los experimentos de doble inmunofluorescencia nos permitieron identificar estas 
células como astrocitos activados (Figura 21 G-J). Esta señal es más fuerte en el cuerpo celular de 
los astrocitos que en los procesos y aparece de forma más evidente y abundante en  la sustancia 
blanca subcortical que en la sustancia blanca que rodea a los núcleos profundos. Sin embargo,  
la cuantificación de las imágenes no muestra diferencias significativas con respecto a los casos 
control, en ninguna de las dos áreas de materia blanca estudiadas (Figura 21 C), probablemente 
porque los datos en el grupo de SCA fueron relativamente variables como demuestra el valor del 
error estándar de la media en las dos regiones (Figura 21 C).  
 
 
 
    
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
    
  
 
 
 
 
 
 
   
  
 
 
Además de la enzima FAAH, nos hemos interesado en estudiarm mediante 
inmunohistoquímica la enzima MAGL. Ambas tienen un papel crucial en el metabolismo de los 
endocannabinoides y son susceptibles de servir de dianas farmacológicas para tratamientos 
neuroprotectores. En nuestro caso, hemos observado inmunorreactividad para la enzima MAGL 
tanto en el cerebelo de los individuos control como en los enfermos de SCA (Figura 22 A, B). 
Nuestros resultados identificaron esta enzima en las células de Purkinje  y en las neuronas del 
núcleo dentado igual a lo descrito en estudios previos (Suárez et al., 2008). Nuestros datos 
revelaron una mayor tinción en las células de Purkinje del cerebelo de los casos de SCA en 
relación con los controles, como confirmó el análisis densitométrico de las imágenes obtenidas 
(Figura 22 C).  La colocalización de MAGL con el marcador calbindina confirmó la sobreexpresión 
de esta enzima en el cuerpo celular de las  neuronas de Purkinje de los pacientes de SCA en 
comparación a los controles (Figura 22 D-K).  
Además de las células de Purkinje, nuestros  análisis revelaron otras células positivas 
para MAGL en esa región de la corteza cerebelosa. En concreto,  observamos una señal intensa 
en forma de punteado  muy próxima a las células de Purkinje (Figura 22 A.I, B.I) que, en base a lo 
descrito previamente (Tanimura et al., 2012), parece ser la glía de Bergmann. Sin embargo, como 
ya se mencionó antes los intentos de identificar este tipo celular mediante colocalización con 
marcadores específicos (L1-NCAM, vimentina y GFAP) no generaron resultados concluyentes por 
dificultades de tipo metodológico.  Cabe destacar que este tipo celular ha sido identificado tanto 
en los individuos control como en los casos de SCA aunque aparece en mayor magnitud en el 
cerebelo enfermo.  
El marcaje para la enzima MAGL en las neuronas del núcleo dentado fue mucho más 
evidente en los pacientes de SCA que en los controles (Figura 23 A, B). De hecho, en el cerebelo 
de los casos control, la señal de MAGL se localiza de forma específica en una pequeña zona 
situada lateralmente en el cuerpo celular (Figura 23 A.I, B.I), lo que hace suponer que podría 
tratarse de los terminales de las fibras musgosas  que llegan al núcleo dentado procedente de 
varias áreas cerebrales (Gulyas et al., 2004). Por el contrario, en  los enfermos de SCA, el marcaje 
para MAGL aparece como una señal intensa distribuida de forma homogénea en todo el 
citoplasma celular, por tanto, presente en las propias neuronas del núcleo dentado.  Al igual que 
se observó para el receptor  CB
2
,  el incremento de expresión para la enzima MAGL en las células 
del núcleo dentado de los enfermos de  SCA parece estar asociado a la degeneración grumosa 
que de forma característica ocurre en estas enfermedades (Figura 23 A.II, B.II).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
    
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
   
  
 
 
 
También se ha encontrado expresión de la enzima MAGL en la capa granular de la 
corteza cerebelosa como otros autores también han visto (Suárez et al., 2008). Sin embargo, al 
contrario de lo que ocurría para el resto de los elementos del sistema cannabinoide endógeno 
estudiados, no se observaron diferencias entre los sujetos control y los casos de SCA (Figura 24 
A, B) aunque es posible que ello se deba en parte a una elevada variabilidad en el grupo de SCA 
como atestiguó el alto valor del error estándar de la media observado en este grupo. El análisis 
densitométrico mostró valores similares en cuanto a densidad de marcaje para ambos grupos 
experimentales (Figura 24 C).  
    
  
 
Se analizó también la expresión de MAGL en áreas de sustancia blanca. Nuestros datos 
revelan una baja inmunotinción para esta enzima en los casos control. En los enfermos de SCA, 
en cambio,  se observa un incremento en el número de células positivas para esta enzima así 
como de la intensidad de la señal en cada célula (Figura 25 A-E). Este aumento de 
inmunorreactividad para MAGL se localiza específicamente en la región de sustancia blanca de 
las folias cerebelosas, como se pudo comprobar mediante el análisis de las imágenes 
microscópicas (Figura 25 A-C). Mediante experimentos de doble inmunofluorescencia, se 
identificaron las células que expresan MAGL como astrocitos (Figura 25 G-J).  En conclusión, 
nuestros datos revelaron un aumento significativo en la expresión de la enzima MAGL de forma 
similar a lo observado previamente por otros autores en  situaciones de daño agudo como la 
lesión medular  (García-Ovejero et al., 2009) o en situaciones de daño crónico, como en  la 
enfermedad de Alzheimer  (Farooqui et al., 1988; Mulder et al., 2011). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
   
  
 
 
 
 
 
                      
    
  
 
El objetivo de este diseño experimental era investigar el sistema endocannabinoide en el 
cerebelo de pacientes afectados de SCA. Como paso previo al análisis de este sistema de 
señalización (en concreto los receptores cannabinoides CB
1
 y CB
2
  y las principales enzimas de 
degradación de endocannabinoides, las enzimas FAAH y MAGL) en este diseño experimental se 
procedió a confirmar que las muestras de cerebelo  procedentes de los pacientes de 
SCA tenían las alteraciones neuropatológicas descritas para este tipo de enfermedades.  
  
 
Las observaciones realizadas en nuestro estudio sobre muestras de cerebelo 
 de pacientes de SCA se pueden agrupar en dos tipos de respuesta: (i) se ha observado 
un incremento en la expresión de varios elementos del sistema cannabinoide endógeno en  las 
células que degeneran en estas enfermedades, como las células de Purkinje y las células del 
núcleo dentado y (ii) se ha observado un  incremento en la expresión de varios elementos del 
sistema cannabinoide endógeno en células gliales en diferentes áreas del cerebelo (sustancia 
blanca y capa granular de la corteza cerebelosa) de pacientes afectados por algún tipo de SCA. 
Es importante señalar que, debido a las dificultades para reclutar un número suficiente 
de muestras para cada tipo de SCA (ver explicaciones y detalles en Materiales y Métodos), 
nuestro grupo experimental solo está formado por un caso para cada uno de los tipos más 
representativos de SCAs.  esto podría representar un problema para conseguir 
resultados fiables dado que estas SCAs presentan cierta heterogeneidad en el patrón de 
degeneración que se observaen cada caso. Sin embargo, la afectación del cerebelo se ha 
documentado en todos los tipos de SCA incluidos en este estudio (Matilla-Dueñas, 2012; Rüb et 
al., 2013). La información  neuropatológica proporcionada por el biobanco y nuestro examen 
preliminar de todos las muestras nos han permitido confirmar estas pérdidas 
neuronales, que se han centrado tanto en las células de Purkinje como en las neuronas del 
núcleo dentado. Además de la degeneración neuronal, nuestros experimentos de 
inmunohistoquímica han demostrado la existencia de una marcada  activación glial en el 
cerebelo de los enfermos de SCA en comparación con los controles. Esta activación glial se vió 
reflejada principalmente  en un aumento del número de células de microglía, células que, 
además, presentaban una morfología característica de un estado activado. El análisis de 
expresión del marcador de astrocitos GFAP ha puesto en evidencia que también existe un 
aumento de los procesos de astrogliosis en el cerebelo de los individuos enfermos de SCA, 
especialmente en la corteza cerebelosa, en la glía de Bergmann.  
 
 
El principal hallazgo de este diseño experimental centrado en muestras humanas 
 ha sido la demostración de que varios elementos clave del sistema endocannabinoide 
(los receptores CB
1
 y CB
2
 y las enzimas de degradación de endocannabinoides FAAH y MAGL) se 
modifican significativamente en el cerebelo de los pacientes de SCA en comparación con los 
 
 
   
  
sujetos control, alteraciones que han sido demostradas previamente en otras enfermedades 
neurodegenerativas  (Fernández-Ruiz et al., 2014). Además, es importante destacar, que a pesar 
de las diferentes características que presentan estas enfermedades, el análisis de los receptores 
cannabinoides CB
1
 y CB
2
, así como las enzimas FAAH y MAGL, evidenció un patrón  de respuesta 
muy similar en todos los casos estudiados, independientemente del tipo de  SCA al que 
pertenecieran, lo que apoya la validez de nuestro diseño experimental. Por supuesto, habría sido 
mejor concentrarse en un solo tipo de SCA, pero, en la actualidad, es difícil reunir, a partir de los 
biobancos con muestras de este grupo de enfermedades,  un número suficiente de sujetos del 
mismo tipo SCA de forma que estén adecuadamente emparejados por sexo, edad e intervalo 
 con respecto a los sujetos control, y, así mismo,  que no tengan que ser excluidos 
debido a la posible influencia en los resultados de sus historias de medicación y/o consumo de 
drogas. En nuestro estudio,  fuimos extremadamente cuidadosos en la selección de los casos de 
SCA y de los sujetos control, por ejemplo, se excluyeron todos los casos en los que se conocía la 
existencia de un consumo previo  de cannabis o de adicción al alcohol  u otras drogas lo que 
redujo en parte la disponibilidad inicial de muestras. Lo mismo ocurrió al excluir de la cohorte 
los casos en los que los pacientes no  habían tomado una medicación  estándar. Sin embargo, a 
pesar de estas dificultades de reclutamiento de las muestras y también a pesar de las 
características específicas de cada tipo de SCA, podemos concluir que hemos encontrado las 
mismas respuestas para los distintos elementos del sistema cannabinoide endógeno estudiados, 
lo que apoya la validez de nuestro enfoque experimental. 
El estudio de la distribución de los receptores CB
1
 indica que en el cerebelo de enfermos 
de SCA este tipo de receptor experimenta un incrmento que se extiende a todas las estructuras 
cerebelosas objeto de investigación en este trabajo, tanto áreas de sustancia gris (células de 
Purkinje, capa granular de la corteza cerebelosa y núcleo dentado) como áreas de sustancia 
blanca (sustancia blanca de las folia cerebelosas y la que rodea a los núcleos profundos). En 
relación a  las células de Purkinje, principales células afectadas eneste grupo de enfermedades 
en los pacientes enfermos de SCA, se observa un incremento de las terminaciones CB
1 
positivas 
que llegan al  soma celular y que corresponden con los terminales de las células en cesto, un 
tipo de interneurona inhibitoria del cerebelo (Ashton et al., 2004; Suárez et al., 2008; Tsou et al., 
1998). Por otro lado, se detecta también inmunorreactividad para el receptor CB
1
 en el  soma de 
las  células de Purkinje de los pacientes con SCA, algo que no ocurre en el cerebelo de los 
individuos control. Esta expresión  aparece de forma más evidente en las células que presentan 
mayor grado de degeneración lo que se ha podido medir por la menor inmunorreactividad de la 
proteína calbindina, de manera que es posible que esta sobreexpresión de los receptores CB
1
 
pueda servir como un marcador de las células que van a degenerar. Las otras neuronas afectadas 
en estas enfermedades, las neuronas del núcleo dentado, también presentan un aumento en la 
expresión del receptor CB
1 
en comparación con un marcaje significativamente menor en los 
casos control (Suárez et al., 2008). La sobreexpresión de los receptores CB
1
 se postula que quizás 
puede contribuir a la disfunción o incluso a la degeneración del cerebelo durante la patogénesis 
de las SCAs. Esta hipótesis estaría en concordancia con los datos previos que han demostrado 
que la activación de los receptores CB
1
 produce de hecho ataxia en algunas especies animales 
(DeSanty y Dar, 2001; Patel y Hillard, 2001). Es posible, por tanto, que el aumento de los 
receptores CB
1 
que hemos observado en el cerebelo de pacientes de SCA pueda estar relacionado 
con la aparición de ataxia en estos sujetos.
  
Sin embargo, es importante destacar que a pesar de 
    
  
observar un incremento en la expresión de este receptor en las células que sobreviven, dada la 
significativa pérdida de células que se da en la enfermedad, los niveles totales de este receptor 
serán menores en comparación con los sujetos control.  Como ya se ha avanzado anteriormente, 
este tipo de respuesta de los receptores CB
1
  incremento en la expresión del receptor CB
1 
se ha 
descrito previamente en otra enfermedad neurodegenerativa como es la enfermedad de 
Parkinson. En los pacientes con esta enfermedad se produce un aumento de los receptores CB
1
 
de cuyo activación puede derivar la rigidez y la bradiquinesia típicas de la enfermedad de 
Parkinson (Fernández-Ruiz, 2009; Fernández-Ruiz et al., 2011). Sin embargo, en la enfermedad 
de Parkinson, el incremento de los receptores CB
1
 se produce en una subpoblación de neuronas 
que no degeneran en la enfermedad (Fernández-Ruiz, 2009). En las SCAs, en cambio, nuestros 
datos demuestran que la sobreexpresión de los receptores CB
1 
ocurre en las subpoblaciones de 
neuronas que degeneran. Estos hallazgos suponen el primer  caso documentado de trastornos 
neurodegenerativos en los que se observa este tipo de respuesta. Es posible sin embargo realizar 
una interpretación alternativa que sería que  la sobreexpresión de los receptores CB
1
 en las 
neuronas del cerebelo pudiera representar una respuesta protectora para atenuar la disfunción 
cerebelosa. Teniendo en cuenta que este receptor media muchos de los mecanismos 
neuroprotectores de los cannabinoides, esta última posibilidad puede aplicarse también a la 
respuesta de los receptores CB
1 
en las otras áreas del cerebelo estudiadas, es decir, en la capa 
granular y en  las áreas de sustancia blanca. El incremento de expresión  observado en estas 
estructuras en las SCAs se encuentra en elementos gliales y experimenta un marcado aumento, 
probablemente relacionado con los estados reactivos exhibidos por estas células durante la 
patología.  En particular, nuestros datos demuestran un aumento del receptor CB
1
 en células de 
microglía, macrófagos y astrocitos.   El  incremento en la expresión del receptor CB
1
 en estas 
células gliales ya se ha detectado en el cerebro  de otras patologías neurológicas 
como la esclerosis múltiple (Benito et al., 2007), y se ha propueso que puede ser parte de 
mecanismos de protección  endógena activados como respuesta al daño, para promover 
respuestas anti-inflamatorias inhibiendo la producción de NO y de mediadores pro-inflamatorios 
(Cabral et al., 2001; Esposito et al., 2006; Garcia-Ovejero et al., 2009; Ortega-Gutiérrez et al., 
2005; Sheng et al., 2005; Waksman et al., 1999). 
De forma similar a lo que ocurre para el receptor CB
1
, nuestros datos también evidencian 
una inducción de la expresión de los receptores CB
2
 en el cerebelo  de pacientes con 
SCA y que esto ocurre en todas las estructuras del cerebelo estudiadas. Además, los 
experimentos de inmunoflorescencia nos permitieron identificar las células que expresan el 
receptor CB
2 
como microglía, localizada en la capa granular del cerebelo y en la sustancia blanca 
así como astrocitos de  la sustancia blanca. Este tipo de respuesta del receptor CB
2
 en las  células 
de microglía ya se ha descrito previamente en tejido cerebral de enfermedad de Alzheimer 
(Benito et al., 2003), enfermedad de Huntington  (Palazuelos et al., 2009), enfermedad de 
Parkinson  (Gómez-Gálvez et al., 2015), esclerosis múltiple (Benito et al., 2007) y esclerosis 
lateral amiotrófica (Yiangou et al., 2006). La presencia del receptor CB
2
 en las células de 
microglía se ha asociado al cambio de fenotipo que experimentan estas células durante los 
procesos de activación por daño cerebral de origen inflamatorio, infeccioso, traumático o tóxico 
(Benito et al., 2008). Parece ser que, en estas condiciones, la activación de los receptores CB
2
 
actuaría como regulador de los procesos de proliferación y migración microglial, así como 
reduciría la  toxicidad de estas células (por ejemplo, disminuyendo la generación de citoquinas 
 
 
   
  
proinflamatorias), desempeñando de esta forma un papel protector de la homeostasis neuronal 
(Fernández-Ruiz et al., 2007, 2008).  
También hemos detectado inmunorreactividad para el receptor CB
2
 en astrocitos de la 
sustancia blanca del cerebelo de los pacientes de SCA, de forma similar a lo observado también 
en otros estudios realizados en muestras de tejido encefálico de pacientes afectados por  
esclerosis múltiple (Benito et al. (2007). También hemos visto que los astrocitos perivasculares 
expresan receptores CB
2 
en el cerebelo como respuesta a la degeneración neuronal producida en 
las SCAs.  Por último, es importante destacar que, a pesar de que nuestros resultados de 
colocalización no fueron concluyentes, nuestros datos sugieren también la expresión del 
receptor CB
2 
en la glía de Bergmann. Este tipo de célula astrocitaria especializada está 
involucrada en casi la totalidad de las sinapsis inhibidoras y excitadoras que las células de 
Purkinje establecen con otras neuronas del cerebelo, ejerciendo  de esta forma importantes 
funciones reguladoras en la transmisión sináptica (Bordey y Sontheimer, 2003; Riquelme et al., 
2002).    Esta es la primera vez que se describe la expresión del receptor CB
2 
en este tipo de
 
astrocitos. Nuestros datos demuestran que hay expresión de dicho receptor en la glía de 
Bergmann  tanto en los cerebelos procedentes de individuos control como en los  enfermos de 
SCA, siendo la inmunorreactividad en estos últimos en estos últimos mucho más marcada.  Poco 
se sabe acerca del papel que los receptores CB
2
 juegan en los astrocitos, aunque datos previos 
sugieren que podrían modular la producción de moléculas antiinflamatorias y proinflamatorias 
(Ortega-Gutiérrez et al., 2005b; Sheng et al., 2005) así como regular los procesos 
metabólicos (tróficos) con los que estas células ayudan a la homeostasis neuronal (Sánchez et al., 
2003).
A pesar de que el receptor CB
2
 ha sido considerado durante mucho tiempo un receptor 
eminentemente glial, cada vez más trabajos sugieren la presencia de este receptor en algunas 
subpoblaciones neuronales, preferentemente en el tallo cerebral, en el cerebelo y en el 
mesencéfalo  (García et al., 2015; Lanciego et al., 2011; Van Sickle et al., 2005; Skaper et al., 
1996). En nuestros experimentos de inmunohistoquímica hemos observado marcaje para este 
receptor en las células de Purkinje.  Sin embargo, nuestros datos revelan que la expresión del 
receptor CB
2
 aparece solo en las muestras de los pacientes de SCA, no en el cerebelo de los 
sujetos control. La presencia del receptor CB
2
 ha sido recientemente descrita en las neuronas 
que se mueren en otra enfermedad degenerativa, la enfermedad de Parkinson (García et al., 
2015) aunque, en este caso, los niveles de receptor neuronal CB
2
 siempre fueron mayores en 
controles que en pacientes tanto a nivel global como analizando la expresión en cada célula 
(García et al., 2015). El caso de las SCAs   representa la primera vez que se ve un tipo de 
respuesta al alza del receptor CB
2
 en las células cuando estas degeneran en la enfermedad. Sin 
embargo, es importante destacar que, debido a la pérdida de células de Purkinje durante la 
patogénesis, los niveles de este receptor analizaos de forma global se reducirían en los pacientes 
de SCA en comparación con los controles. Como se ha descrito previamente para el receptor CB
1,
 
estos hallazgos  pueden sugerir dos implicaciones fisiopatológicas. Por un lado, el incremento en 
la expresión del receptor CB
2
 puede estar directamente implicado en la disfunción/degeneración 
de estas células, o bien que esta sobreexpresión pueda actuar como un mecanismo 
neuroprotector endógeno. Por otro lado,  la expresión de receptores CB
2
 en las células que 
degeneran en la enfermedad permitiría proponer a este receptor como un posible biomarcador 
de degeneración de esta subpoblación neuronal. 
    
  
Además de la sobreexpresión del receptor CB
2
 en las células de Purkinje en 
degeneración, nuestros datos también muestran marcaje de este receptor en las neuronas del 
núcleo dentado, una señal que se ha identificado que corresponde a los terminales de las fibras 
musgosas que ascienden hasta el cerebelo procedentes de varias regiones cerebrales como la 
médula y tronco cerebral (Suárez et al., 2008). Este incremento en la expresión del receptor CB
2
 
en el núcleo dentado se ha asociado a la proliferación de terminales sinápticos patológicos, un 
tipo de lesión histológica  característica de estas enfermedades que se denomina degeneración 
grumosa (Koeppen, 2005).  
Nuestros estudios en muestras humanas  también han incluido el análisis 
del patrón de expresión de las principales enzimas implicadas en la degradación de 
endocannabinoides, las enzimas FAAH y  MAGL que representan posibles dianas terapéuticas 
para el tratamiento de estas patologías.  Nuestros datos indican que ambas enzimas  están 
presentes de forma más abundante en el cerebelo de los individuos enfermos de algún tipo de 
SCA cuando se compara con  los controles. Hemos detectado inmunorreactividad para FAAH en 
las células de   Purkinje de cerebelos control, principalmente en el cuerpo celular con un marcaje 
preferentemente perinuclear (Romero et al., 2002). En los cerebelos de los enfermos de SCA, en 
cambio, nuestros datos ponende manifiesto que la enzima FAAH se expresa de forma muy 
abundante y con una distribución homogénea por todo el soma celular. Además,  hemos 
observado que, los cambios observados en la expresión de la enzima FAAH en el cerebelo de los 
individuos afectados por las SCAs presentan una evidente selectividad celular, puesto que FAAH 
se sobre-expresa en astrocitos, de forma similar a los datos previos obtenidos en tejido cerebral 
de distintas neuropatologías humanas como la enfermedad de Alzheimer (Benito et al., 2003), la 
esclerosis múltiple (Benito et al., 2007) y el síndrome de Down (Núñez et al., 2008). La presencia 
de FAAH en estas células sugiere un patrón común de respuesta en estas patologías incluida las 
SCAs, de forma que esta enzima podría tener una participación directa en el proceso 
inflamatorio ligado a las enfermedades neurodegenerativas, incluso la inhibición de esta enzima 
podría tener efectos beneficiosos durante este  proceso, debido al descenso de la producción 
local de ácido araquidónico y el aumento del tono endocannabinoide (Benito et al., 2003; 
Karanian et al., 2005). 
El último elemento del sistema cannabinoide endógeno que hemos analizado es la 
enzima MAGL, que se sabe que se expresa de forma abundante en el cerebelo (Suárez et al., 
2008).  Nuestros datos evidencian  de forma similar a lo observado para los otros elementos del 
sistema cannabinoide endógeno, que se produce un incremento  de la enzima MAGL en las 
muestras de SCA en comparación con la situación en los controles. Este aumento de expresión 
se observa en las células que degeneran en la enfermedad: en las células de Purkinje, como 
revela el doble marcaje inmunofluorescente con calbindina, y en los terminales degenerados de 
las fibras musgosas que sinaptan con las neuronas del núcleo dentado. Es importante destacar 
que esta es la primera vez que se describe la expresión de las dos enzimas  de degradación de 
endocannabinoides de forma paralela. Hasta ahora se creía que la distribución de ambas 
enzimas era diferente y  complementaria, es decir,  la expresión de la enzima FAAH se restringía  
a los cuerpos celulares y dendritas de las neuronas mientras que la enzima MAGL se expresaría 
en los terminales axónicos, lo que estaría de acuerdo con  una localización postsináptica y 
presináptica de las enzimas FAAH y MAGL,  respectivamente.  Por lo tanto, nuestros resultados 
proponen, además de cambios en los niveles de expresión, cambios en la localización de estas 
    
  
enzimas, algo que también ocurre en el caso de los receptores CB
1 
y  CB
2
.
  
 Estos hallazgos 
sugieren  una respuesta adaptativa de este sistema de señalización ante la situación de daño que 
se da en el cerebelo durante el desarrollo de la enfermedad. 
Por otro lado, y de forma similar a los resultados obtenidos para la enzima FAAH, se 
detectaron niveles elevados de MAGL en astrocitos localizados en la sustancia blanca de las folia 
cerebelosas y en lo que, por su localización y por lo descrito en trabajos previos (Tanimura et al., 
2012), parece ser la glía de Bergmann, aunque esto último no lo pudimos comprobar con los 
estudios de doble marcaje.  Esta presumible presencia en la glía de Bergmann es interesante ya 
que se ha descrito que la función de este tipo de  glía es importante para mantener un adecuado 
funcionamiento del cerebelo, ya que  la ablación de estas células gliales en ratones adultos 
produce la degeneración de las neuronas de la corteza del cerebelo y altera la coordinación 
motora  (Cui et al., 2001). Se podía esperar que el  incremento de MAGL observado en la glía de 
Bergmann de los pacientes con SCA podría precipitar la finalización de la señalización mediada 
por el 2-AG en los procesos de DSE y/o DSI en los que están implicadas las células de Purkinje 
afectando así a la regulación de la  transmisión sináptica del cerebelo (Tanimura et al., 2012).  
A modo de conclusión de este diseño experimental llevado a cabo en muestras 
 de pacientes, se puede decir que se ha descrito por primera vez la existencia de 
alteraciones importantes en el patrón de expresión de los receptores CB
1
 y CB
2, 
 así como de las 
enzimas FAAH y MAGL, en el cerebelo de pacientes afectados por algún tipo de SCA. Estos 
cambios se pueden agrupar en dos tipos de respuesta. Por un lado, nuestros resultados 
muestran  que estos cambios están ligados al proceso degenerativo, ya que el incremento de 
expresión de estos elementos en neuronas presenta una evidente selectividad celular, puesto 
que todos los elementos estudiados se sobre-expresan en las células que degeneran en la 
enfermedad. Por otro lado, nuestros datos demuestran un incremento en la expresión de varios 
elementos del sistema cannabinoide endógeno en elementos gliales en el cerebelo de enfermos 
de SCA, lo que podría indicar que el  sistema endocannabinoide podría hiperactivarse en células 
gliales bajo condiciones de daño celular (Pazos et al., 2005). En base a esto la expresión glial de 
estos elementos del sistema cannabinoide endógeno  podría actuar como marcador de 
inflamación en el SNC en estas enfermedades y también servir de posible diana farmacológica 
para modular esta respuesta glial. 
En cuanto a la relación que existe entre la sobre-expresión de los diferentes elementos 
del sistema cannabinoide endógeno y la degeneración característica de estas enfermedades. 
Nuestros datos muestran que en el cerebelo de los pacientes SCA podría haber un aumento de la 
señalización presenta un aumento en la señalización endocannabinoide mediada por los 
receptores cannabinoides CB
1
 y CB
2,
 junto a una supuesta reducción en los niveles de 
endocannabinoides debido a una mayor degradación de estos por las enzimas FAAH y MAGL. 
Estos dos hechos, que   pueden parecer contradictorios, pueden estar relacionados con un 
primer efecto primario (el aumento de los receptores CB
1 
y CB
2
), y una respuesta secundaria 
compensatoria (el incremento en los niveles de las enzimas de degradación), con el propósito de 
reducir la disponibilidad de los ligandos endocannabinoides y recuperar la señalización 
endocannabinoide normal. Sin embargo, la explicación contraria también es posible. Esto 
implicaría que el efecto primario sería el aumento de las enzimas que inactivan los 
endocannabinoides, lo que produciría una disminución de los niveles de estos ligandos 
endógenos provocando una respuesta habitual en la regulación de las interacciones receptor-
    
  
ligando, es decir, la regulación positiva de los receptores y/o un aumento de su actividad. Esta 
respuesta estaría dirigida a compensar los niveles reducidos de los endocannabinoides. ¿Cuál de 
las dos opciones operara en este caso? Con los datos de esta parte del estudio no lo podemos 
saber ya que los tejidos post mortem utilizados en este estudio corresponden a las etapas más 
avanzadas de la enfermedad, por lo que no es posible dilucidar  cuál es el efecto primario y cual 
la respuesta compensatoria. Para intentar responder esta cuestión,  se ha llevado el siguiente 
diseño experimental  en el que se ha utilizado un modelo de ratón transgénico de la SCA3, la 
forma más prevalente de estas enfermedades. 
 
 
Las enfermedades neurodegenerativas son patologías crónicas complejas, caracterizadas 
todas ellas por el carácter  progresivo de los síntomas y la degeneración selectiva de 
determinadas subpoblaciones neuronales.  Las manifestaciones clínicas en estas enfermedades 
normalmente aparecen en estadios tardíos, cuando el grado de degeneración es alto y, en la 
mayor parte de los casos, irreversible.  El hecho de que los síntomas sean leves o incluso 
inexistentes al comienzo de la degeneración en estas patologías hacen muy difícil el diseño de 
un tratamiento eficaz que permita enlentecer o frenar el progreso de la enfermedad. En este 
sentido, la generación de modelos animales ha supuesto un gran avance ya que nos permite 
realizar distintos abordajes experimentales para averiguar los mecanismos involucrados en la 
patología, así como para identificar potenciales dianas terapéuticas. En este contexto, y a la vista 
de los cambios observados en algunos elementos del SCE en el cerebelo de pacientes enfermos 
de SCA, abordamos el estudio de este sistema de señalización en un modelo animal de la SCA3, 
la forma más prevalente de SCA. Es importante destacar antes de todo, que se trata de un 
modelo parcial de la enfermedad. La modelización de las SCAs en animales de experimentación 
es todavía un tema con poco recorrido, lo que complica poder avanzar en el conocimiento de 
esta enfermedad a diferencia de lo que ha pasado con otras. Desde que se identificó la mutación 
responsable de la enfermedad (Takiyama et al., 1993) han sido desarrollados varios modelos 
transgénicos de la SCA3 (Gould, 2012; Riess et al., 2008). Sin embargo, los resultados obtenidos 
son controvertidos en cuanto a las regiones cerebrales y los tipos de células afectados en la 
enfermedad (Gould, 2012; Yamada et al., 2008). En el presente trabajo de investigación se utilizó 
un nuevo modelo transgénico para la SCA3 (Silva-Fernandes et al., 2014) que creemos que es uno 
de los mejores modelos actuales a pesar de su parcialidad, y creemos que nos ha permitido 
obtener resultados interesantes cara a nuevas investigaciones que continúen el trabajo de esta 
Tesis Doctoral. 
 
  
   
  
 
Como se ha comentado en la Introducción, la SCA3 es una enfermedad genética. Esta 
enfermedad principalmente se  manifiesta por falta de equilibrio, descoordinación de las 
extremidades superiores y deterioro en el control de los movimientos voluntarios. Los pacientes 
afectados de SCA3 comienzan presentando trastornos en la marcha y,  a medida que la 
enfermedad avanza, la ataxia se va haciendo progresivamente más severa observándose otros 
síntomas de disfunción cerebelosa como la hiperreflexia, hipotonía o dismetría.  En las fases 
avanzadas de la enfermedad se observa,  además, atrofia muscular, distonía y corea (Jacobi et 
al., 2013; Matilla-Dueñas, 2012; Rüb et al., 2013). Este tipo de sintomatología aparece en cierta 
forma en el modelo experimental de SCA3 que hemos utilizado en esta Tesis Doctoral, y lo 
primero que hemos hecho ha sido realizar  una exhaustiva caracterización, tanto funcional como 
neuropatológica, con el fin de validar estos animales como modelo de la enfermedad. 
 
El primer paso en este diseño experimental ha sido examinar las alteraciones fenotípicas 
y funcionales que presentaban los ratones transgénicos SCA3. Para ello, se determinó el estado 
de salud general de los animales a medida que progresaba la enfermedad, mediante la medida 
del peso del animal y  la observación de su apariencia física.  Para evaluar  los diferentes 
aspectos de la actividad y coordinación motora de estos animales se realizaron distintas pruebas 
de comportamiento que se centraban en aspectos específicos de esa actividad: Rotarod 
(coordinación motora), barra de equilibrio (equilibrio), (fuerza motora),  
(distonía) y (marcha). Por otro lado, también se analizó la actividad metabólica en 
distintas regiones cerebrales mediante PET para identificar posibles alteraciones que sean 
representativas de la evolución de la enfermedad.  
 
 
 
A las 7 semanas de edad los ratones transgénicos SCA3 eran fenotípicamente 
indistinguibles de sus hermanos  de camada.  Sin embargo, durante la aparición 
progresiva de los síntomas se hacía fácil identificar a los ratones transgénicos de los   
por su apariencia física (Figura 1 A, B). Tanto los ratones  como los transgénicos 
mostraron un incremento en el peso corporal similar hasta aproximadamente las 15 semanas de 
edad. Sin embargo, a partir de esa edad, el peso de los animales transgénicos se estabilizó, 
mientras que los animales control continuaban ganando peso (Figura 1C).  
A partir de las 19 semanas, los  ratones transgénicos comienzan a presentar un aspecto 
poco saludable. Estos animales,  además de ser mucho más pequeños que sus hermanos 
,  presentaban  una evidente pérdida de tono muscular  y  temblores. En etapas más 
avanzadas de la enfermedad (a partir de las 35 semanas de edad)  los animales transgénicos 
SCA3 presentaban  una postura anormal, típica de la disfunción del cerebelo y tronco encefálico, 
    
  
en la que los animales aparecían como si estuvieran acostados sobre su abdomen con las 
extremidades delanteras y traseras extendidas lateralmente (Modianos y Pfaff, 1976). En esta 
fase de la enfermedad, los animales transgénicos presentan además una actividad locomotora y 
exploratoria claramente disminuida en comparación con  los ratones (datos no 
mostrados). Estos síntomas, se hacen más evidentes a medida que progresa  la enfermedad 
alcanzando un perfil claramente hipoquinético en las fases más avanzadas de la enfermedad, en 
torno a las 43 semanas de edad. A esta edad, en los animales transgénicos SCA3 se observó, 
además, una evidente curvatura de la columna vertebral en la región dorsal conocida como 
cifosis. Una alteración que se ha observado previamente en otros modelos de la SCA3  (Gould, 
2012; Riess et al., 2008) (Figura 1 D, E).   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
A pesar de la clara afectación de los animales SCA3 desde las 19 semanas de edad, no es 
hasta las 62 semanas de edad que estos animales comienzan a morir como consecuencia de la 
degeneración asociada a la enfermedad situación que hemos cuantificado mediante curvas de 
Kaplan-Meier (Figura 2). En general, se puede decir que el fenotipo observado en los ratones 
CMVMJD135 en relación a los parámetros cuantitativos y cualitativos que reflejan el estado de 
salud general de los animales, se correlaciona bastante bien con los síntomas  descritos  
previamente para los pacientes enfermos de este subtipo de SCA y también en el caso de otros 
modelos animales de esta enfermedad (Gould, 2012; Jacobi et al., 2013). 
 
 
 
 
 
  
   
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Los ratones CMVMJD135 manifestaron síntomas motores similares a los que presentan 
los enfermos de SCA3 (Silva-Fernandes et al., 2014). Nuestros datos mostraron que las primeras 
alteraciones motoras se observan ya  a las 7 semanas de edad, antes incluso que haya 
diferencias en el peso de los animales. A esta edad  los animales SCA3 presentaban una pérdida 
de fuerza motora en las extremidades, medida por una significativa disminución en el tiempo  
que el animal permanecía suspendido en una rejilla (test de ) (Figura 3 A). Esta 
pérdida de fuerza motora se observó principalmente en las extremidades traseras y se hizo más 
evidente a medida que la edad de los animales aumentaba (Figura 3 B-E).  
 
 
 
 
 
 
 
    
  
A partir de las 15 semanas de edad,  los ratones transgénicos SCA3 comenzaron a 
desarrollar, además de alteraciones en la fuerza motora, alteraciones en el equilibrio, que se 
pudieron medir por las dificultades que los animales mostraron en la realización del test de la 
barra de equilibrio (Figura 4). La pérdida de equilibrio se asocia con un aumento del tiempo 
necesario para atravesar la barra, pero también con alteraciones en la postura que adoptan para 
realizar este test (Figura 4 B, C). 
 
 
 
 
 
 
A medida que progresa la enfermedad los animales SCA3 comienzan a presentar además 
alteraciones en la coordinación motora, que se pudieron cuantificar a través del análisis del 
tiempo de permananecia en el Rotarod. De forma particular,  nuestros resultados mostraron que 
los animales transgénicos SCA3 ejecutaban de forma significativamente peor la prueba a partir 
de las 31 semanas de edad en comparación con los ratones  (Figura 5).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
   
  
En los  estadios más avanzados de la enfermedad (56 semanas de edad), el análisis de la 
pisada mediante el test de la huella o  demostró que los animales transgénicos 
también presentan serios problemas en la marcha, con pasos más cortos y con una evidente 
pérdida de equilibrio (Figura 6 A). En este estadio de la enfermedad, además, el ratón 
transgénico presentaba un reflejo característico de ciertas enfermedades neurodegenerativas 
conocido como (Figura 7). Este reflejo motor se ha relacionado con la distonía 
característica de los pacientes de SCA, y ya ha sido observado previamente en otros modelos de 
ratones transgénicos para la SCA3 (Gould, 2012). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
    
  
Los resultados obtenidos en las distintas pruebas comportamentales demuestran una 
clara afectación a nivel motor en los animales SCA3 en comparación con los controles . 
Estas alteraciones  eran bastante equiparables a las descritas previamente para este (Silva-
Fernandes et al., 2014) y para otros modelos animales de esta enfermedad (Gould, 2012). La 
Figura 8 muestra un resumen de los diferentes síntomas observados en los ratones CMVMJD135.  
El análisis de estos resultados nos permitió establecer diferentes estadios en el progreso de la 
enfermedad en este modelo de SCA3: (i) una fase sintomática temprana (desde las 7 hasta las 15 
semanas de edad), caracterizada principalmente por una disminución en la fuerza motora; (ii) 
una fase sintomática  intermedia (desde las 16 a las 32 semanas de edad), caracterizada por 
presentar, además de un déficit en la fuerza motora, alteraciones en el equilibrio y  (iii) una fase 
avanzada de la enfermedad (a partir de las 35 semanas de edad),  en la que son evidentes otras 
alteraciones motoras, como descoordinación motora, alteraciones en la marcha o presencia de 
(Figura 8).  
 
 
 
 
Estudios previos en pacientes de SCA3 han  mostrado la existencia de alteraciones a 
nivel del metabolismo en varias estructuras encefálicas relacionadas con la actividad y 
coordinación motora. Por ejemplo, mediante estudios funcionales de tomografía por emisión de 
positrones (PET) se ha demostrado la existencia de una reducción en el metabolismo de la 
glucosa en el cerebelo, tronco encefálico, estriado y corteza cerebral (Soong et al., 1997; 
Taniwaki et al., 1997).  Para estudiar  las posibles alteraciones  de la actividad metabólica 
cerebral  en el modelo de SCA3 se realizó un estudio PET utilizando como radiotrazador  la  18F-
FDG, un análogo de la glucosa.  Se eligieron dos edades representativas de la fase sintomática 
intermedia y avanzada (21 y a las 43 semanas de edad, respectivamente). 
 
  
   
  
Los experimentos de imagen  indicaron que a las 21 semanas de edad, a pesar de 
observarse alteraciones en la fuerza motora y equilibrio,   la  actividad metabólica encefálica 
parece ser similar en ambos genotipos (Figura 9).  Sin embargo, en una etapa más avanzada de la 
enfermedad, cuando todos los síntomas motores que hemos estudiado eran ya evidentes (43 
semanas de edad), los animales  transgénicos presentaron una disminución en la actividad 
metabólica cerebral, cuantificada mediante un descenso en la captación de 18F-FDG. Este 
descenso en la actividad metabólica se observó en todas las estructuras cerebrales estudiadas 
(corteza cerebral, caudado-putamen, tálamo, tronco encefálico y cerebelo) ( 
Figura 10). Estos resultados están en consonancia con lo descrito previamente para los 
pacientes de SCA3 (Soong et al., 1997; Taniwaki et al., 1997).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
    
  
 
 
 
 
 
 
 
 
A la vista de las alteraciones motoras que desarrollan los animales transgénicos SCA3 
nos propusimos estudiar si estas alteraciones iban acompañadas de alteraciones 
neuropatológicas y/o bioquímicas que indicasen atrofia a nivel del cerebelo pero también de 
otras estructuras encefálicas.  Para ello, se analizó el encéfalo de los animales transgénicos SCA3 
en los tres estadios de la enfermedad (a las 16, 32 y 56 semanas de edad, respectivamente).  Las 
regiones del encéfalo que se estudiaron fueron aquellas que se ha descrito que están más 
afectadas en la enfermedad: cerebelo, tronco encefálico y estriado (Klockgether et al., 1998; 
Koeppen, 2005; Murata et al., 1998; Riess et al., 2008; Taroni y DiDonato, 2004). 
Los experimentos de   con anticuerpos monoclonales específicos para  la 
ataxina-3  y poliglutamina  confirmaron  la expresión de la proteína ataxina-3 humana mutada 
con una repetición de glutaminas en el cerebro de los animales transgénicos SCA3.  En el caso de 
los animales control no se observó la banda correspondiente como se puede apreciar en la 
Figura 11.   
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Como se ha comentado anteriormente, el cerebelo es la estructura cerebral que se ve 
principalmente afectada en la mayoría de las  SCAs (Koeppen, 2005; Manto, 2005; Scherzed et 
al., 2012; Schulz et al., 2010). Por ello,  el primer paso en este bloque de experimentos fue 
analizar los cambios que presentaba esta estructura encefálica durante la progresión de la 
enfermedad en el modelo transgénico de la SCA3.  
Una de las características de las proteínas con expansiones de poliQ es la capacidad de 
agregarse dando lugar a la formación de inclusiones principalmente intranucleares. Estas 
inclusiones contienen diferentes componentes celulares como la ubiquitina, elementos del 
proteosoma o chaperonas, entre otros (Matilla-Dueñas et al., 2010; McCampbell et al., 2000). Los 
experimentos de inmunohistoquímica con un anticuerpo anti-ubiquitina en el tejido procedente 
de los ratones transgénicos SCA3 permitieron identificar las inclusiones intranucleares en las 
fases sintomáticas de la enfermedad, unos agregados que no se observaron en los animales 
.  Los agregados intranucleares se localizaba en los ratones SCA3 en las neuronas de 
varios núcleos del tronco encefálico como son el núcleo pontino (Figura 12 A) y la oliva inferior 
(Figura 12 B). La presencia de inclusiones intranucleares en estas estructuras  ha sido descrita 
previamente en pacientes con SCA3 y en modelos animales de esta enfermedad (Paulson et al., 
1997). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
μ
    
  
Por otro lado, nuestros datos no han  mostrado la presencia de inclusiones nucleares en 
las células de Purkinje (datos no mostrados). Esta  ausencia de inclusiones nucleares en las 
células de Purkinje  es una característica común en esta, pero también en otras SCAs causadas 
por expansión de poliglutaminas (Koeppen, 2005; Taroni y DiDonato, 2004).  
Cuando se analizó  por  inmunohistoquímica el marcador de células de Purkinje 
calbindina en la etapa más avanzada de la enfermedad (56 semanas de edad) no se observaron  
diferencias significativas entre  los animales sanos y los ratones transgénicos SCA3, en cuanto a 
la morfología y número de las células de Purkinje  (Figura 13). Estos datos están en consonancia 
con lo descrito previamente para la SCA3, donde  las células de Purkinje están relativamente 
conservadas en comparación con  lo observado  para otras  ataxias de herencia dominante  
(Koeppen, 2005). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
En el núcleo dentado,  se observó un ligero descenso en la densidad de  fibras calbindina 
positivas  y que podrían corresponder a los axones de las células de Purkinje que proyectan 
sobre este núcleo (Figura 14 A, B).  Esta disminución en la expresión de calbindina en  los 
terminales que alcanzan el núcleo dentado ya se ha visto previamente en el cerebelo de 
pacientes afectados por SCA3 y se ha relacionado con la degeneración grumosa característica de 
estas enfermedades  (Koeppen et al., 2013). 
 
 
 
 
 
  
   
  
 
También llevamos a cabo un análisis de los niveles de la proteína calbindina en el 
cerebelo de los animales SCA3 mediante  en comparación con los animales 
Como era de esperar, en base a la falta de cambios en las células de Purkinje y los pequeños 
efectos observados en las neuronas del núcleo dentado, no se encontraron diferencias 
significativas entre transgénicos y ratones  aunque si se observó una cierta tendencia a 
disminuir en los animales transgénicos (Figura 15).  Esta tendencia podría relejar la pérdida de 
terminales calbindina positivos en el núcleo dentado, pero no resulto fácil cuantificar esta 
inmunotinción por problemas metodológicos. Como alternativa nos propusimos analizar este 
núcleo mediante tinción de azul de metileno. Observamos que aparecían células con el cuerpo 
celular encogido y con el citoplasma basófilo en el núcleo dentado de los ratones SCA3 (Figura 
16 A, B). Para determinar la magnitud de este hecho, se cuantificó el número de células en esta 
área cerebral y pudimos observar que el número de células en el núcleo dentado teñidas con 
azul de metileno de los animales transgénicos es claramente menor que en los controles (Figura 
16 C).  
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En cuanto al tronco encefálico, la tinción de azul de metileno también permitió 
identificar alteraciones en la morfología  de las células del  núcleo pontino (Figura 17 A, B), en 
contraste con la apariencia normal de las células de la oliva inferior (Figura 17 C, D). La 
cuantificación del número de células en estos núcleos corroboró nuestras observaciones 
demostrando un descenso significativo en el número de células en el núcleo pontino pero no en 
la oliva inferior (Figura 17  E). La atrofia específica del núcleo pontino está en concordancia con 
lo descrito previamente para la SCA3 (Koeppen, 2005; Koeppen et al., 2013). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
    
  
En relación al análisis histológico de la otra estructura encefálica analizada, el estriado, 
nuestros datos evidenciaron una pérdida de células también en esta estructura cerebral y las 
células supervivientes  además presentaba signos de afectación  con un  cuerpo celular en 
general reducido (Figura 18). 
 
 
 
 
En resumen, nuestros resultados han demostrado que hay degeneración de 
subpoblaciones neuronales específicas en las estructuras cerebrales que se ven afectadas en el 
transcurso de la enfermedad. En particular, nuestros datos han demostrado que hay atrofia 
neuronal en el núcleo dentado del cerebelo y en el núcleo pontino del tronco encefálico. 
También se observa atrofia y muerte neuronal en el estriado. Es importante remarcar que en 
estas regiones encefálicas se ha visto también atrofia neuronal en el caso de pacientes afectados 
por la enfermedad (Koeppen, 2005; Riess et al., 2008; Taroni y DiDonato, 2004).  
 
Como una medida adicional del grado de degeneración se analizó la expresión del ARN 
mensajero para los marcadores neuronales calbindina (marcador de células de Purkinje) y NSE 
(proteína citoplasmática que se encuentra en algunos tipos de neuronas, entre ellas las neuronas 
del núcleo dentado (Nogami et al., 1998). Como se puede observar en las gráficas de la Figura 19 
E  los niveles de expresión  del ARNm para la calbindina mostraron un descenso en esa proteína 
en el estriado de los animales enfermos a partir de las 32 semanas de edad, no se observaron 
 
  
   
  
cambios en las otras dos estructuras cerebrales estudiadas (el cerebelo y tronco encefálico) 
(Figura 19 A, C). En el caso de la NSE no se observaron diferencias entre los animales   y 
los transgénicos para este marcador en ninguna de las estructuras cerebrales y edades 
estudiadas (Figura 19  B, D y F). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Para determinar  si el descenso en la expresión de  calbindina se debía a una pérdida en 
la  subpoblación de neuronas de proyección estriatal llamadas MSN (del inglés 
) y que son las neuronas mayoritarias del estriado, se analizó el marcador específico 
DARPP-32 (fosfoproteína regulada por dopamina y AMPc). Esta proteína  es  un regulador de la 
señalización del receptor de dopamina que ya se ha demostrado previamente que está reducido 
en el estriado de modelos animales de la SCA3 (Alves et al., 2008).  Nuestros datos muestran  un 
descenso significativo en los niveles de ARNm para esta proteína a la edad de 56 semanas 
(Figura 20).  
  
  
 
 
 
    
  
 
 
 
 
Por otro lado, se analizó la expresión del factor de crecimiento BDNF como posible 
marcador de daño neuronal. El BDNF es una neurotrofina implicada en el desarrollo, crecimiento 
y supervivencia de las neuronas maduras en el SNC y periférico (Sofroniew et al., 2001). Además, 
BDNF  puede regular la activación astroglial y las reacciones inflamatorias que aparecen en 
condiciones patológicas (Connor y Dragunow, 1998; Ebadi et al., 1997). En este sentido, existen  
evidencias que sugieren que alteraciones en los niveles de BDNF podrían contribuir a la etiología 
de diferentes enfermedades neurodegenerativas como son las enfermedades de Alzheimer, 
Parkinson y Huntington (Connor y Dragunow, 1998; Siegel y Chauhan, 2000). Estudios previos 
han demostrado un descenso en los niveles de ARNm para BDNF en modelos celulares y en 
tejido  de pacientes afectados de SCA3 (Evert et al., 2003). Sin embargo, nuestros 
resultados no muestran ninguna variación en los niveles de  esta neurotrofina en los animales 
transgénicos SCA3 en relación a los animales   en ninguna de las estructuras y edades 
estudiadas (Figura 21).  
 
 
 
 
  
  
   
  
 
 
Se ha descrito que ante el deterioro del tejido nervioso en las enfermedades 
neurodegenerativas la glía posee la capacidad de responder  experimentando cambios 
morfólogicos, fenotípicos  y funcionales,   lo que se denomina como “gliosis reactiva o glía 
activada” (Raivich et al., 1999). Este proceso es fundamental  para limitar las áreas de daño y 
recuperar la actividad neuronal. El rasgo distintivo  de la gliosis reactiva es el aumento en el  
número de astrocitos y la hipertrofia de sus procesos celulares. Además, estas células se 
caracterizan por la sobreexpresión de algunas proteínas del filamento intermedio como la 
proteína GFAP (Eddleston y Mucke, 1993). En la gliosis reactiva también se observa un 
incremento en el número de células de microglía. Morfológicamente la microglía reactiva  
transforma su fenotipo de forma ramificada a una forma más redondeada o ameboide, parecida 
a la morfología de los macrófagos. Esto se traduce en  un incremento en el tamaño del cuerpo 
celular, el engrosamiento de las ramificaciones proximales y una disminución de las 
ramificaciones distales (Streit et al., 1999).   
Estudios previos sobre tejidos  de cerebro de pacientes afectados de SCA3 o 
de otras SCAs, incluido nuestro estudio en el diseño experimental I, han demostrado que a 
menudo la degeneración va acompañada de procesos de gliosis también en estas enfermedades. 
Sin embargo, es importante indicar también que estos procesos también pueden estar ausentes 
en regiones con una elevada degeneración (Evert et al., 2001; Rüb et al., 2013). Para determinar si 
existía activación glial en los animales transgénicos  se realizaron estudios inmunohistoquímicos 
con dos  marcadores específicos: GFAP (marcador de astrocitos) e Iba-1 (marcador de microglía). 
Los experimentos para el marcador de astrocitos GFAP mostraron un patrón de 
expresión para los animales SCA3 similar al observado en controles (datos no mostrados).  En 
cuanto a las células de microglía, los estudios de inmunohistoquímica con Iba-1 revelaron la 
presencia de células en estado inactivo distribuidas por todo el parénquima encefálico en la 
etapa  temprana e intermedia de la enfermedad, tanto en los ratones transgénicos como en  los 
,  esto es células con un cuerpo celular pequeño y con prolongaciones largas y finas 
(datos no mostrados). El análisis del encéfalo de los animales en la etapa más avanzada de la 
enfermedad (56 semanas de edad) no  reveló diferencias en el número de células Iba-1 positivas. 
Sin embargo, si se observó a esta edad una ligera activación de la microglía en áreas específicas 
del encéfalo de los animales SCA3. Esta activación se observó principalmente en el cerebelo, 
concretamente en el núcleo dentado (Figura 22). Esta microglía activada presentaba un 
incremento moderado en el tamaño del cuerpo celular  y  un acortamiento de sus procesos en 
comparación con las células de microglía de los animales  (ver detalles en la Figura 22). 
Nuestros resultados también mostraban una leve activación  microglial  en  el núcleo pontino, 
pero no en el estriado (Figura 23).  
 
 
 
 
 
 
    
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
   
  
En términos de cambios funcionales,  la glía reactiva es capaz de liberar diferentes tipos 
de mediadores celulares como factores de crecimiento o citoquinas pro- o antiinflamatorias,  
entre otros (Raivich et al., 1999). Datos previos  han descrito un incremento en la expresión de 
varios genes de citoquinas proinflamatorias  en el encéfalo de pacientes de SCA3. Por ejemplo,  
se ha observado un  incremento en la expresión de la citoquina proinflamatoria IL-1β en las 
neuronas que degeneran en la enfermedad, en el núcleo dentado y en el núcleo pontino  (Evert et 
al., 2001, 2003, 2006). Por ello, paralelamente a los experimentos de inmunohistoquímica, se 
estudió el grado de inflamación en el cerebro de los animales  SCA3 mediante el análisis del 
nivel de ARNm de genes involucrados en los procesos inflamatorios como son la  IL-1β y el TNF-
α. En la Figura 24 se recogen los resultados del análisis mediante RT-PCR en el cerebelo, tronco 
encefálico y estriado de animales transgénicos y control. Las únicas diferencias se encontraron 
en el tronco encefálico, en la etapa más avanzada de la enfermedad. Estas diferencias  se dan en 
la citoquina proinflamatoria TNF-α, la cual esta incrementada en los animales enfermos (Figura 
24 D). No se observaron cambios en la expresión del ARNm de IL-1β  en ninguna de las edades y 
áreas estudiadas (Figura 24 A, C y E). Estos datos están en cosonancia con la pobre gliosis 
observada en los experimentos de inmunohistoquímica en el encéfalo de los ratones SCA3.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
  
 
 
 
 
    
  
 
La liberación excesiva de glutamato en el espacio sináptico constituye un mecanismo 
patogénico común en las SCAs (Chou et al., 2008; Custer et al., 2006; Liu et al., 2009; Serra et al., 
2004) como ocurre con otras enfermedades neurodegenerativas crónicamente progresivas 
(Schaeffer y Duplantier, 2010). La eliminación del exceso de glutamato, en condiciones normales, 
está garantizada por un sistema de recaptación de glutamato presente en los astrocitos, los 
transportadores de glutamato: GLAST y GLT-1 (Danbolt, 2001; O’Shea, 2002). El transportador 
GLAST se expresa de forma muy abundante en el cerebelo, en la glía de Bergmann (Balderas et 
al., 2014). Un descenso en la expresión de  este transportador podría estar relacionado con 
mayor daño excitotóxico como se ha visto previamente en la  SCA1 y la SCA7 que, como la SCA3, 
son poliglutaminopatías (Custer et al., 2006; Cvetanovic, 2015). Por ello, nos propusimos 
también estudiar la expresión de los transportadores de glutamato  gliales GLAST y GLT1 en el 
encéfalo de los ratones SCA3 (Figura 25). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
  
 
 
 
  
   
  
Mientras que en el cerebelo no se encontraron cambios en la expresión del ARNm de 
estos dos transportadores (Figura 25 A, B), sí que se observaron cambios en el  tronco encefálico, 
donde hay un acusado descenso en los niveles del transportador GLT1 desde la fase  sintomática 
intermedia (32 semanas de edad) (Figura 25 C)  y de  GLAST en la fase más avanzada de la 
enfermedad (56 semanas de edad) (Figura 25 D). En el estriado se observó un descenso 
significativo tanto en los niveles de GLT1  a partir de las 16 semanas de edad (Figura 25 E), como 
de GLAST desde las 32 semanas de edad (Figura 25  F).  Estas observaciones  podrían indicar la 
existencia de niveles anormalemente elevados de glutamato a nivel sináptico tanto en el núcleo 
pontino del tronco encefálico como en el estriado, lo que estaría en concordancia con los 
procesos de excitotoxicidad observados en otros modelos de SCA3 (Chou et al., 2008) y explicar 
la afectación importante de estructuras extracerebelares que se da en la SCA3 (Seidel et al., 
2012). 
 
 
 
Los estudios llevados a cabo en el capítulo anterior proporcionan evidencias suficientes 
para establecer que los ratones transgénicos CMVMJD135 desarrollan un fenotipo equiparable 
en muchos aspectos al observado en los pacientes afectados por  la SCA3. Este modelo presenta 
una progresión relativamente lenta de la enfermedad y una vida media de más de un año.  Desde 
un punto de vista neuropatológico, los animales SCA3 se caracterizan por la  degeneración de  
las células del núcleo dentado, núcleo pontino y estriado. Una degeneración que no parece estar 
asociada a procesos de inflamación. Si se han observado alteraciones tempranas en la expresión 
de los transportadores de glutamato, que podrían estar directamente implicadas en los procesos 
de excitotoxicidad observados en la SCA3 (Chou et al., 2008). Todo esto  sugiere que este modelo 
animal puede ser bueno para el estudio de la progresión de la enfermedad y, en nuestro caso, 
sobre todo puede resultar útil para estudiar los posibles cambios que se dan en el SCE durante la 
aparición y progreso de los síntomas en la SCA3, de forma que se puede determinar su 
contribución en la patogénesis, y también la posibilidad de identificar dianas para tratamientos 
neuroprotectores. 
Una vez caracterizada la progresión del fenotipo no patológico (alteraciones motoras, 
neurodegeneración, cambios moleculares) que se da en el modelo animal, y a  la vista de los 
cambios observados en algunos elementos del SCE en el cerebelo  procedente de 
pacientes enfermos de SCA quisimos estudiar este sistema de señalización en el encéfalo de los 
animales transgénicos para la SCA3. En particular quisimos centrarnos en el análisis la expresión 
de los receptores cannabinoides CB
1
 y CB
2
 y las enzimas implicadas en el metabolismo de 
endocannabinoides: las enzimas de degradación FAAH y MAGL y las enzimas de síntesis de 
estos ligandos, NAPE-PLD y DAGL. También se midieron los niveles de los propios ligandos 
endocannabinoidesen concreto se analizó la AEA  y otras  dos -aciletanolaminas relacionadas, 
la PEA y la OEA y, se midieron también los niveles de 2-AG  y su análogo estructural el 2-OG.  
Estos análisis se realizaron en las tres áreas cerebrales en las que hemos observado 
    
  
degeneración neuronal, en concreto, se estudió el cerebelo, el núcleo pontino del tronco 
encefálico y el estriado.  
 
 
El análisis mediante RT-PCR de la expresión de los genes que codifican para los 
receptores CB
1
 y CB
2
 demostró que existe un descenso significativo en los niveles de  ARNm del 
receptor CB
1 
en el estriado de  los animales transgénicos en comparación con los (Figura 
26 E). Este descenso se observó en la fase intermedia de la enfermedad (32 semanas de edad) y 
se mantuvo en la fase avanzada (56 semanas). No se observaron cambios en el ARNm de este 
receptor  en las otras áreas cerebrales analizadas (cerebelo y tronco encefálico) (Figura 26 A, C).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
  
 
  
   
  
Es importante destacar que un descenso equivalente en el receptor CB
1 
en el estriado se 
ha visto también en otra enfermedad causada por la presencia de proteínas con expansión de 
poliQs como es la enfermedad de Huntington (Scotter et al., 2010), y en el caso de la SCA3, este 
descenso de los niveles de expresión del receptor CB
1
 sería compatible con la aparente pérdida 
de neuronas de proyección estriatal (en las que estaría localizado) tal y como reflejan los datos 
de tinción con azul de metileno (Figura 18) y expresión de calbindina (Figura 19) y de DARPP32 
(Figura 20) que han sido comentados anteriormente. Por otro lado, el análisis de los niveles del 
ARNm para el receptor CB
2 
en los animales transgénicos SCA3 no mostró diferencias en ninguna 
de las regiones y edades estudiadas (Figura 26 B, D y F).
Para profundizar en el estudio de los efectos que produce el descenso de ARNm para el 
receptor CB
1
 en la señalización endocannabinoide, se llevaron a cabo una serie de análisis 
complementarios para caracterizar los posibles cambios que se dan, a nivel de la expresión de la 
proteína, durante el transcurso de la enfermedad. Como ya se mencionó con anterioridad, el 
cerebelo es una de las regiones encefálicas donde más  abundantemente se expresa el receptor  
CB
1 
(Herkenham et al., 1991; Tsou et al., 1998)
. 
En  nuestros estudios hemos observado este 
receptor cannabinoide en la corteza cerebelosa de los animales , en particular el 
receptor CB
1 
se localizó en las fibras paralelas de la capa molecular y en la capa granular. En la 
capa de células de Purkinje, se observó inmunotinción para el receptor CB
1
 en las formaciones 
tipo pincel, que pertenecen a los terminales de las células en cesto que sinaptan con el soma de 
las células de Purkinje (Suárez et al., 2008; Tsou et al., 1998). En el núcleo dentado, también se 
observa señal para el receptor CB
1
 
 
en las neuronas de proyección y en las fibras que rodean a 
estas células.  
En los ratones SCA3, en las edades más tempranas de la enfermedad (16 y 32 semanas), 
se observó un patrón de expresión para el receptor CB
1
 similar al observado en controles (Figura 
27 y Figura 28 respectivamente).  Sin embargo, en la fase avanzada, a las 56 semanas de edad, se 
observó un evidente aumento de expresión  para el receptor CB
1
 en la corteza cerebelosa, en las 
formaciones tipo pincel (Figura 29 A-D). Por el contrario, en el núcleo dentado,  las neuronas se 
marcan moderadamente, en comparación con la fuerte inmunotinción que presentan los 
animales (Figura 29 G, H), probablemente debido a la pérdida de fibras y a la 
degeneración de esta estructura tal y como se ha observado previamente. 
La cuantificación mediante  de los niveles de proteína confirmó el aumento 
de expresión del receptor CB
1
 en el cerebelo de los ratones transgénicos SCA3 comparados con 
los animales  a las 56 semanas de edad (Figura 30). Este aumento en la expresión del 
receptor CB
1
 en el cerebelo está de acuerdo con los datos mostrados con anterioridad  respecto 
al análisis del cerebelo  de pacientes afectados por algún tipo de SCA.  
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El estudio de la inmunotinción para el receptor CB
1
 en el núcleo pontino  no mostró 
ninguna diferencia entre ambos grupos experimentales, en consonancia con los resultados 
obtenidos en el análisis del ARNm para este receptor en esta estructura encefálica. En el núcleo 
pontino,  la inmunotinción para el receptor CB
1
 apareció localizada tanto en los somas de las 
neuronas como en las fibras (Figura 31), de forma similar a lo descrito previamente por otros 
autores (Cristino et al., 2006; Suárez et al., 2008; Tsou et al., 1998).  
 
 
    
  
En relación a la última estructura estudiada, el estriado, los receptores CB
1
 se localizan 
en parte en las fibras y terminales que llegan a esta estructura encefálica como se puede ver en 
las imágenes obtenidas (Figura 32) y que podrían corresponder a neuronas corticoestriatales 
(Fusco et al., 2004) . Se ha podido ver que hay un aparente descenso en la inmunorreactividad en 
los animales transgénicos a las  56 semanas de edad con respecto a sus controles (Figura 32 E, F, 
ver detalles en E.I, F.I). Este descenso en la expresión de CB
1
 va en paralelo con los datos 
obtenidos previamente en el análisis del ARNm para este receptor en el estriado de los ratones 
SCA3, que mostraban un descenso en sus niveles a partir de las 32 semanas de edad. Sin 
embargo, el ARNm que se mide en el estriado refleja necesariamente el receptor CB
1
 presentes 
en las neuronas de proyección estriatal y no el de las neuronas corticoestriatales cuyo ARNm 
tendría que ser medido en la corteza cerebral. Esto podría indicar que se afectan tanto la 
población de receptores CB
1 
 presente en las neuronas que llegan al estriado como en las que 
proyectan desde el estriado. En parte, esto está en consonancia con los datos obtenidos en el 
cerebro de pacientes de Huntington y en varios modelos animales de esa enfermedad (Scotter et 
al., 2010).  
 
  
   
  
En resumen, nuestros resultados muestran alteraciones en los ratones SCA3  en los 
receptores cannabinoides, en concreto a nivel del receptor CB
1
,  en las fases más avanzadas de la 
enfemedad. Hemos observado un incremento en la inmunotinción del receptor CB
1
 en el cerebelo 
de los ratones SCA3 a las 56 semanas de dad, en contraste con un descenso para este receptor 
en el estriado desde la fase intermedia de la enfermedad. 
 
 
El análisis de los niveles de ARNm para las enzimas NAPE-PLD y DAGL en el encéfalo de 
los ratones SCA3 no mostró diferencias respecto a los ratones WT en ninguna de las estructuras 
cerebrales estudiadas (cerebelo, tronco encefálico  y estriado)ni en ninguna de las tres fases de 
progresión de la enfermedad (Figura 33).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
  
 
  
 
    
  
 
En la Figura 34 se recogen los resultados del análisis de los niveles de ARNm para las 
enzimas de degradación de endocannabinoides FAAH y MAGL en el encéfalo de animales SCA3 y 
WT.   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Nuestros datos mostraron  un incremento en la expresión de la enzima de degradación 
de endocannabinoides  FAAH  a las 16 semanas de edad en el cerebelo de los animales  SCA3.  
Esta diferencia, sin embargo,  desapareció con el tiempo, ya que a las 32 semanas no había 
cambios significativos (Figura 34 A). En el caso del tronco encefálico no se observaron cambios 
en la expresión de este enzima (Figura 34 C). Si se observó un aumento significativo en la 
expresión de la enzima FAAH en el estriado, esta vez desde la etapa intermedia de la 
enfermedad, diferencias que se mantienen en la fase más avanzada (56 semanas de edad)  
  
 
 
 
 
 
 
  
   
  
(Figura 34 E).  Este aumento en  los niveles de FAAH en las fases sintomáticas de la enfermedad 
se ha descrito también  en el estriado de pacientes  y en modelos animales de la enfermedad  de 
Huntington (Blázquez et al., 2011). Respecto a la principal enzima de degradación del 2-AG, la 
enzima MAGL, no se observaron diferencias en ninguna de las edades y estructuras estudiadas 
(Figura 34 B, D, F).  
Para profundizar en las posibles alteraciones del patrón  de expresión de la proteína  
FAAH en el cerebro de los animales transgénicos SCA3 también se realizaron experimentos de 
inmunohistoquímica.  Nuestros resultados revelaron una elevada inmunotinción para esta 
enzima en el cerebelo de los animales control y transgénicos para la SCA3 (Figuras 34-36).  En la 
corteza cerebelosa se observó un cambio en el patrón de distribución de la enzima FAAH en las 
células de Purkinje de los ratones SCA3 en comparación a los controles (Figuras 34). En las 
células de Purkinje de los ratones  la enzima FAAH presentaba una localización 
preferentemente perinuclear similar  a lo observado en estudios previos  (Romero et al., 2002). 
Sin embargo,  en los ratones SCA3 se observó una tinción que además de ser más intensa  
aparecía distribuida por todo el soma celular (Figura 35). Estos cambios en el patrón de 
expresión de la enzima FAAH se observaron de forma más clara en la etapa más temprana de la 
SCA3 (16 semanas) (Figura 35 A, B) aunque se mantienen durante toda la progresión de la 
enfermedad. 
 
    
  
En la sustancia blanca de las folias cerebelosas se pudo observar también un claro 
aumento de inmunorreactividad para la enzima FAAH en los animales transgénicos en 
comparación con los controles, aumento que, al igual que ocurría en las células de Purkinje, 
pareció ser más evidente en las  etapas iniciales de la enfermedad aunque se mantuvo durante la 
progresión del fenotipo patológico (Figura 36). Estos datos son similares a los que observamos 
previamente en las muestras  de pacientes de SCA.  Por último, las neuronas del 
núcleo dentado también mostraron señal para FAAH, aunque no se observaron diferencias claras 
entre ambos grupos experimentales (Figura 37).  
Para cuantificar la relevancia de estas observaciones se analizaron los niveles de 
proteína mediante en el cerebelo. Los resultados obtenidos muestran una tendencia 
al alza en los niveles de la proteína FAAH en las fases temprana e intermedia de la enfermedad, 
diferencias que desaparecen en la fase más avanzada (Figura 38).   
 
 
 
  
   
  
 
 
 
 
 
 
 
    
  
Respecto al  tronco encefálico,  los experimentos de inmunohistoquímica para la enzima 
FAAH  mostraron un aumento de inmunorreactividad  en esta estructura encefálica en los 
ratones SCA3 en comparación a los ratones Este aumento en la enzima FAAH fue más 
evidente en las fases temprana e intermedia de la enfermedad (Figura 39).  Este incremento de 
expresión de FAAH fue particularmente evidente en las fibras y en el cuerpo celular de las 
neuronas de varios núcleos del tronco encefálico como por ejemplo en el núcleo pontino (Figura 
40).  
 
 
 
 
 
  
   
  
 
 
El análisis de los niveles de proteína confirmó este incremento  de FAAH en el tronco 
encefálico de los animales SCA3 con respecto a sus controles, un incremento que empieza a 
apreciarse a las 16 semanas de edad (p=0.1783) y que se hace más evidente en la fase intermedia 
de la enfermedad (32 semanas).  Sin embargo,  las diferencias observadas en la expresión de esta 
enzima en el tronco encefálico desaparecen a las 56 semanas de edad (Figura 41). 
 
 
 
 
 
 
    
  
 
Para completar el estudio de la expresión de FAAH en los ratones transgénicos SCA3, se 
analizó también el estriado de estos animales. Nuestros datos de inmunohistoquímica no 
mostraron ni9nguna diferencia clara  en esta estructura encefálica  a las edades temprana e 
intermedia de la enfermedad  (16 y 32 semanas respectivamente) (Figura 42 A-H). Sin embargo, 
en la fase avanzada (56 semanas), a pesar  de haber un menor número de neuronas según los 
datos que se han ido presentado anteriormente, las células supervivientes presentaban una 
mayor inmunorreactividad para la enzima FAAH (Figura 42 I-L). este aumento en  los 
niveles de FAAH en la fase avanzada de la enfermedad  se correlaciona por un lado con los datos 
previamente mostrados en los que observamos  un aumento del ARNm para esta enzima. 
Además, como ya se ha dicho antes, el aumento de FAAH está de acuerdo con los datos 
obtenidos en el análisis del estriado de pacientes  y modelos animales de la enfermedad  de 
Huntington (Blázquez et al., 2011). Sin embargo, es importante destacar que dada la significativa 
pérdida de células que se da en la enfermedad la enzima FAAH en este estadio de la enfermedad 
resultó ser menor en los ratones SCA3 en comparación con los animales sanos, como se pudo 
comprobar mediante  el análisis de los niveles de la proteína en el estriado mediante 
(Figura 42 M).  
Como resumen a esta parte, se puede decir que nuestros resultados muestran 
alteraciones a nivel de la proteína FAAH en el cerebro de ratones SCA3 en comparación con los 
controles. Estas alteraciones consisten en un incremento de expresión en la fase temprana e 
intermedia de la enfermedad en el caso del cerebelo y el tronco encefálico, y en la fase avanzada 
en el caso del estriado.
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Una vez demostrada la existencia de cambios en la expresión del receptor CB
1
 y de la 
enzima FAAH en el cerebro de los animales transgénicos de SCA3, se estudiaron los cambios que 
se dan a nivel de los propios endocannabinoides. Para ello, se analizaron las concentraciones de  
AEA  y  dos -aciletanolaminas relacionadas estructuralmente como son la PEA y la OEA. Se 
midieron también los niveles de 2-AG  y su análogo estructural el 2-OG. Todas las medidas se 
hicieron en las tres regiones encefálicas utilizadas anteriormente y provenientes tanto de 
animales SCA3 como .  
 
    
  
 
El análisis de los niveles de AEA y de las -aciletanolaminas mediante LC-MS en el 
cerebelo de los ratones transgénicos no mostró ninguna  diferencia estadísticamente 
significativas respecto a los animales   en ninguna de las tres edades analizadas (Figura 
43).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
El análisis de los mismos parámetros en el tronco cerebral sí que puso cambios 
significativos en los niveles de algunas de la -aciletanolaminas (Figura 44). En concreto, 
observamos un descenso marcado en la AEA en la fase intermedia de la enfermedad (32 
semanas de edad) en los ratones SCA3,  con respecto a los niveles de los animales controles. Sin 
embargo, este descenso desapareció con el tiempo, ya que a las 56 semanas de edad no se 
observaba ninguna diferencia entre los animales SCA3 y los WT (Figura 44 A). Algo parecido 
pasó para la OEA, ya que se observaba una disminución significativa a las 16 semanas de edad, 
que se mantenía a las 32 semanas, pero que desaparecería en la fase más avanzada de la 
enfermedad (56 semanas de edad) (Figura 44 C), mientras que la PEA se mantuvo siempre en 
niveles similares para ambos grupos experimentales (Figura 44 B). Estos datos estarían en 
consonancia con el aumento de expresión observado para la enzima FAAH, principal enzima de 
degradación de AEA y N-aciletanolaminas, en el tronco encefálico de los ratones SCA3, tal como 
ha sido descrito anteriormente. En relación a la otra región cerebral estudiada, el estriado, el 
análisis de los niveles de las NAEs no mostró ninguna diferencia significativa  entre ambos 
grupos experimentales (Figura 45). 
 
 
  
   
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
    
  
Es interesante indicar que esta es la primera vez que se miden los niveles de -
aciletanolaminas en un modelo experimental de una SCA, y al igual que ocurría para el receptor 
CB
1
 y para la enzima FAAH, los datos obtenidos en cuanto a los niveles de estos derivados 
lipídicos parecen similares a los descritos previamente en varios modelos animales de la 
enfermedad de Huntington (Bisogno et al., 2008; Dowie et al., 2009; Lastres-Becker et al., 2001), 
por lo que podrían interpretarse como una respuesta común en ambos tipos de enfermedades 
que comparten mecanismos patogénicos comunes, aunque este paralelismo en los niveles de 
endocannabinoides ocurre en relación a las principales estructuras afectadas en cada 
enfermedad, que serían diferentes en cada una, pero no ocurre cuando se comparan las mismas 
estructuras. Por ejemplo, en el caso de la enfermedad de Huntington, estos cambios ocurren en 
el estriado, una estructura que también hemos analizado en los ratones SCA3, pero 
curiosamente no se observaron cambios en los niveles de AEA y las otras dos  -
aciletanolaminas en estos animales SCA3 en comparación con sus controles (Figura 45).  
 
 
En cuanto al análisis de los monoacilgliceroles 2-AG y 2-OG, tal y como se muestra en la 
Figura 46, no se observaron  diferencias estadísticamente significativas en los niveles de estos 
ligandos entre ambos grupos experimentales en  ninguna de las edades y estructuras analizadas.  
Por tanto, como conclusión de esta parte del estudio en la que se han medido los 
cambios en elementos del sistema endocannbabinoide en los ratones SCA3, podemos decir que 
los resultados obtenidos muestran cambios en algunos elementos del SCE en el encéfalo de los 
animales enfermos de SCA3. De forma particular estos cambios se dan  en el receptor CB
1
  y en  
la enzima FAAH, elementos  cuya distribución en el encéfalo es complementaria (Egertová et al., 
1998) y está asociada a la presencia de AEA (Bisogno et al., 1999; Felder et al., 1996), la cual 
también hemos visto se ve afectada en los animales transgénicos SCA3.   Es importante señalar 
que estas alteraciones tienen una especificidad regional, ya que se producen de forma diferente 
en el cerebelo, tronco cerebral y estriado. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
   
  
 
 
 
 
 
Dado que los principales receptores cannabinoides son receptores GPCRs, CB
1
 y CB
2
, y 
que se ha visto de forma relativamente reciente que se pueden dar fenómenos de 
heteromerización entre GPCRs de diferentes sistemas de Neuroprotección y neuromodulación en 
el SNC, lo que facilita interacciones a nivel de señalización y respuesta celular , así como a nivel 
farmacológico (Ferré et al., 2009), quisimos también  estudiar las interacciones de ambos 
receptores entres sí, y, en el caso del CB
1. 
con otros GPCRs. En concreto, se estudiaron los 
heterómeros  del receptor CB
1
 con el receptor de adenosina A
2A
 y con el receptor cannabinoide 
CB
2
. Ambos tipos de heterómeros  se ha visto que son funcionales tanto en células transfectadas 
como en diferentes áreas del SNC (Callén et al., 2012; Carriba et al., 2007). Con este bloque de 
experimentos nos propusimos analizar las diferencias en la influencia que se produce sobre la 
actividad cannabinoide, por la  formación de estos complejos heterodiméricos  CB
1
-A
2A 
y CB
1
-CB
2 
comparando los animales transgénicos SCA3 y 
 
    
  
 
A través de aproximaciones  e  se ha visto la existencia de heterómeros 
funcionales CB
1
-A
2A 
en el estriado y globo pálido de rata y en células transfectadas (Carriba et al., 
2007).  En nuestro caso, pudimos confirmar la presencia de este heterómero en el estriado ( 
Figura 49)  de los ratones a todas las edades estudiadas (16, 32 y 56 semanas de 
edad), pero nuestros datos también revelaron la presencia del heterómero CB
1
-A
2A
 en la corteza 
del cerebelo (tanto capa granular como molecular) (Figura 47), así como en el núcleo pontino del 
tronco encefálico (Figura 48) de los ratones control. 
Lo interesante fue la identificación de estos heterómeros  en el modelo de SCA3. 
Nuestros resultados  revelaron la presencia de estos complejos heterodiméricos en las fases 
temprana e intermedia de la enfermedad. Sin embargo, la formación de estos heterómeros se 
redujo drásticamente en el encéfalo de los animales SCA3 en la fase avanzada de la enfermedad, 
una pérdida que se observó en  todas las estructuras encefálicas  analizadas 8especialmente en 
el cerebelo y en el núcleo pontino) (Figura 47- 
Figura 49). 
Esta pérdida de los heterómeros no refleja simplemente la pérdida neuronal que se 
produce en la SCA3 porque ya hemos visto que es relativamente pequeña. Por tanto, se trata de 
pérdida  real de la capacidad de heteromerización. Es importante señalar que aunque son 
todavía datos preliminares el análisis de las muestras del cerebelo de pacientes de 
pacientes con SCAs parece mostrar la misma pérdida del heterómero CB
1
-A
2 
(datos no 
mostrados).  Además, estudios recientes realizados en modelos animales y en muestras 
de pacientes afectados por la enfermedad de Huntington han mostrado el mismo tipo 
de descenso en la formación del complejo CB
1
-A
2A
 (datos no publicados).  Esto podría sugerir un 
mecanismo común de respuesta ante este fenómeno entre ambas enfermedades. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
   
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
    
  
 
 
 
La heteromerización no siempre implica receptores de diferentes sistema de 
neurotransmisión o neuromodulación sino que también puede producirse entre receptores 
distintos del mismo sistema y esto se ha visto que ocurre entre los receptores CB
1
 y CB
2
 en 
neuronas en cultivo y también en diferentes estructuras del cerebro de rata en cerebro de rata 
(núcleo acumbens y globo pálido)y también en la glandula pineal (Callén et al., 2012). Nuestros 
resultados demostraron también la presencia de heterodímeros CB
1
-CB
2 
en el encéfalo de los 
ratones sanos, en particular se observó expresión  en
 
 la corteza cerebelosa, en la capa granular y 
en la capa molecular, además de en el núcleo pontino del tronco encefálico y en el estriado y se 
pudieron cuantificar las diferencias en la formación de este heterómero  en el encéfalo de los 
animales en todas las edades estudiadas en comparación con los ratones SCA3 (Figuras 
49-51). Sin embargo, al igual que ocurría en el caso del complejo CB
1
-A
2A
, se observó una drástica 
caída en la expresión del heterómero CB
1
-CB
2 
en el cerebro de los animales transgénicos SCA3. 
Vimos que, al igual que ocurría en el caso del complejo CB
1
-A
2A, 
había una drástica caída en la 
expresión del heterómero  CB
1
-CB
2
  en el encéfalo de los animales transgénicos SCA3 respecto a 
los controles. En este caso, la pérdida de heterómeros CB
1
-CB
2
  se observaba ya en la fase 
intermedia de la enfermedad en todas las estructuras analizadas: cerebelo (capa granular y capa 
molecular) (Figura 50), núcleo pontino (Figura 51) y estriado (Figura 52). 
De la misma forma que en caso de los heterómeros CB
1
-A
2A, 
la reducción en la formación 
de los heterómeros CB
1
 –CB
2 
se observó también en el cerebelo  de un paciente de 
SCA3 y otro de SCA7 en estudios todavía preliminares (datos no mostrados), y se ha visto 
también en la corteza cerebral y en el estriado de modelos animales de la enfermedad de 
Huntington (datos no publicados). De esta manera, nuestros datos parecen estar, una vez más, 
en consonancia con lo descrito para esta otra poliglutaminopatía, lo que podría sugerir un 
mecanismo común para la pérdida de estos heterómeros. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
   
  
 
 
 
 
 
 
 
 
    
  
 
Aunque el objetivo de este grupo de experimentos era investigar el sistema 
endocannabinoide en un modelo experimental de la SCA3, antes de esto procedimos a 
caracterizar desde un punto de vista comportamental, bioquímico e histopatológico este 
modelo. Esta parte de  nuestro estudio se hace necesaria,  a nivel general, por  la existencia de 
datos controvertidos en cuanto a las regiones cerebrales y los tipos de células afectadas  en la 
enfermedad en los distintos modelos de animales de  SCA3 generados hasta la fecha (Gould, 
2012; Yamada et al., 2008). Es además, muy importante identificar los primeros cambios a nivel 
molecular (presumiblemente  asociados a los síntomas motores más tempranos) para detectar 
donde afecta primero y con mayor magnitud la presencia de la proteína mutada, algo que 
ayudará a  un mejor diseño de futuras estrategias terapéuticas. Además, existían razones más 
concretas para realizar esta caracterización  y es que cuando recibimos las primeras parejas de 
ratones para desarrollar la colonia, procedentes del grupo de la Dra. Patricia Maciel, en nuestro 
laboratorio la caracterización de la progresión del fenotipo patológico en estos ratones todavía 
no había sido publicada, motivo por el que resultó muy interesante hacer esta caracterización en 
nuestra colonia de animales SCA3. 
 
 
Nuestros datos han demostrado que estos animales desarrollan de forma progresiva los 
síntomas motores típicos de la SCA3, de forma similar a los resultados  obtenidos y publicados 
recientemente para este modelo por los investigadores que lo generaron en la Universidad de 
Minho, Portugal (Duarte-Silva et al., 2014; Silva-Fernandes et al., 2014).  
Hemos visto que los ratones SCA3 ya presentan a las 7 semanas de edad una pérdida de 
fuerza de las extremidades, lo que se refleja en una disminución significativa en el tiempo en la 
rejilla o test de . A las 15 semanas de edad  los animales comienzan a desarrollar  
déficits  en la prueba de la barra de equilibrio y a las 31 semanas de edad  ya tiene 
descoordinación motora en el rotarod además de  . El análisis de la marcha en los 
animales transgénicos en edades más avanzadas (56 semanas) puso de manifiesto graves 
alteraciones. La actividad locomotora también se ve reducida en los ratones transgénicos en esta 
etapa. Es interesante destacar que la evolución de este fenotipo motor en los ratones SCA3 se 
correlaciona razonablemente bien con la evolución de los síntomas  en los  pacientes enfermos 
de este subtipo de SCA y algo que también ocurre al comparar con otros modelos animales de la 
enfermedad (Gould, 2012; Jacobi et al., 2013).  Los estudios metabólicos realizados en estos 
animales mediante PET han demostrado además la existencia de hipometabolismo en el 
cerebelo, tronco encefálico, estriado y corteza cerebral de los animales transgénicos SCA3 en 
comparación con los controles, datos también en consonancia con los obtenidos por otros 
autores (Soong et al., 1997; Taniwaki et al., 1997).  
El análisis de todos estos datos  nos permitió permitió definirla progresión de la 
enfermedad en tres estadios  de la enfermedad: (i) una fase sintomática temprana  (hasta las 16 
  
   
  
semanas de edad), caracterizada por una disminución en la fuerza motora; (ii) una fase 
sintomática  intermedia (desde las 16 hasta las 32 semanas), en la que se observan  además 
alteraciones en la coordinación motora;  y  (iii) una fase avanzada de la enfermedad (desde las 35 
hasta las 56 semanas de edad),  en la que ya son evidentes varias anomalías motoras y un déficit 
en la   actividad metabólica a nivel del cerebelo pero también de otras estructuras encefálicas.  
Nuestros datos también han confirmado  la presencia de la proteína mutada en el 
cerebelo de los animales SCA3 así como la presencia de inclusiones nucleares en varias 
estructuras del  tronco encefálico, como el núcleo pontino y la oliva inferior. La presencia de 
inclusiones nucleares en estas estructuras  ha sido descrita previamente en la SCA3, tanto en 
pacientes como en otros modelos animales de la enfermedad (Paulson et al., 1997).  
A nivel histopatológico, nuestros datos revelan una degeneración selectiva en regiones 
específicas del encéfalo de los animales SCA3. En particular, hemos observado una aparente  
pérdida de neuronas en el núcleo dentado, núcleo pontino y estriado de los animales SCA3. 
Nuestros estudios en el modelo de SCA3 no han mostrado sin embargo alteraciones en cuanto al  
número de células de Purkinje y neuronas de la oliva inferior de acuerdo a  lo descrito 
previamente para esta enfermedad  que no está entre aquellos subtipod de SCA en los que la 
afectación de las células de Purkinje es relevante (Klockgether et al., 1998; Koeppen, 2005). Para 
concluir esto primero utilizamos el marcador calbindina, una proteína de unión a calcio. No 
vimos cambios en las células de Purkinje, pero sí que se observó un descenso de calbindina, en 
el núcleo dentado, algo que también se ha visto en el cerebelo de pacientes afectados por SCA3 y 
que se  ha relacionado con la degeneración grumosa característica de esta enfermedad  y 
localizada específicamente en este núcleo dentado (Koeppen et al., 2013). El descenso  en la 
expresión de calbindina que hemos observado  en el núcleo dentado sugiere la existencia de 
eventos tóxicos en las neuronas de estas estructuras que pueden ser  responsables de contribuir 
a la muerte neuronal observada. La calbindina tiene una función como regulador de la 
concentración de calcio intracelular, de manera que una reducción de la expresión de la esta 
proteína podría interpretarse como una reducción en  la capacidad de las  neuronas para 
amortiguar los niveles de calcio haciéndolas  más sensibles frente a los eventos citotóxicos 
derivados de niveles elevados de calcio (Iacopino y Christakos, 1990).  
Nuestros resultados han mostrado también un descenso de calbindina en el estriado de 
los ratones SCA3 en comparación los . Para determinar  si este descenso se debía a   la 
pérdida de neuronas, a cambios en la señalización por calcio  o a ámbos se analizó un marcador 
específico de las neuronas de proyección estriatal, DARPP-32, que son mayoritarias en el 
estriado.  Nuestros datos han demostrado  un descenso significativo en los niveles de ARNm 
para esta proteína a la edad de 56 semanas,  lo que está en consonancia con la perdida celular 
observada a esta edad y que pudimos medir mediante tinción con azul de metileno y con los 
datos previos obtenidos en otro modelo de la enfermedad  (Alves et al., 2008). Sin embargo, es 
importante destacar que en el estriado, los cambios en la proteína calbindina aparecen previos a 
la pérdida del marcador neuronal DARPP-32 apoyando la idea de una disfunción de la 
señalización por calcio como parte de los mecanismos de neurodegeneración  en esta 
enfermedad, como ya se ha postulado para otros tipos de SCAs (Kasumu y Bezprozvanny, 2012). 
Una vez caracterizadas  las alteraciones neuropatológicas características de la SCA3 en 
nuestro modelo animal quisimos investigar si la glía estaba también involucrada en el proceso 
degenerativo asociado a la enfermedad.  Nuestros estudios de inmunohistoquímica no muestran 
    
  
una clara activación glial, a excepción de pequeños cambios en la morfología de las células de 
microglía en zonas específica del encéfalo, como el núcleo dentado en el cerebelo y el núcleo 
pontino del tronco del encéfalo.  Esta ausencia de activación glial, al menos evidente, y por tanto 
de inflamación en el encéfalo de los animales  SCA3 pudo ser confirmada mediante el análisis de 
los niveles de las citoquinas proinflamatorias IL-1β y TNF-α. Las únicas diferencias se 
encontraron en el tronco encefálico y en la etapa avanzada de la enfermedad y afectaba a la 
citoquina TNF-α, cuya expresión se incrementaría en los animales enfermos respecto a los 
.  
Por otro lado,  a pesar de no haber observado procesos de astrogliosis en el cerebro de 
los ratones SCA3 decidimos analizar la  expresión de los transportadores de glutamato  GLAST y 
GLT1, que actúan a nivel de estas células, en el encéfalo de estos animales. Ademas, esto nos 
permitía investigar otro de los procesos como la excitotoxicidad, potencialmente implicado en la 
degeneración en la SCA3, ya que se ha descrito alteraciones en varios elementos implicados en la  
transmisión glutamatérgica en las SCAs (Chou et al., 2008; Custer et al., 2006; Liu et al., 2009; 
Serra et al., 2004), entre ellos cambios directos en los niveles de los transportadores de 
glutamato, específicamente de GLAST  (Custer et al., 2006; Cvetanovic, 2015). Los datos que 
hemos obtenido en el estudio de los ratones SCA3 confirman la existencia de alteraciones en los 
transportadores gliales GLAST y GLT1 en el encéfalo de los animales transgénicos SCA3.  En 
concreto, se han observado  cambios en el  tronco encefálico, con un descenso en los niveles de 
los transportadores desde  la fase intermedia de la enfermedad. También se vieron descensos de 
estos transportadores en el estriado, en este caso, desde la fase temprana de la enfermedad.  
Estos datos demuestran por tanto la existencia de posibles alteraciones en la transmisión 
mediada por glutamato en el cerebro de los animales SCA3, en particular en el tronco encefálico 
y en el estriado, alteraciones que seguramente subyacen a los procesos de excitotoxicidad 
descritos en esta enfermedad neurodegenerativa  (Chou et al., 2008) y que pueden estar 
directamente involucrados en los mecanismos moleculares que intervienen en la atrofia 
neuronal observada en ambas estructuras.  
Con estos datos  demostramos  que los ratones CMVMJD135 presentan muchas 
características fenotípicas y patológicas de la SCA3,  que  hacen que pueda servir como un buen 
modelo  animal para estudiar la progresión de la enfermedad y los procesos patogénicos 
específicos involucrados en esa progresión. En nuestro caso, hemos utilizado este modelo para 
estudiar las posibles alteraciones que se dan en el  sistema cannabinoide endógeno  durante el 
inicio y la progresión de los síntomas  en la  SCA3.  El modelo también podría servir en futuros 
estudios orientados a la evaluación de potenciales fármacos modificadores de la enfermedad 
(neuroprotectores), entre los que se pueden incluir los cannabinoides. 
 
 
 
En el presente diseño experimental,  hemos detectado cambios profundos en el patrón 
de expresión del receptor cannabinoide CB
1
, de la enzima FAAH y de los ligandos endógenos 
AEA y OEA en las regiones encefálicas afectadas en la enfermedad en el ratón transgénico para 
la SCA3. En términos generales estos resultados concuerdan con los datos previos obtenidos 
previamente en las muestras de tejido  de pacientes afectados de SCA de nuestro 
  
   
  
estudio y también a los obtenidos en pacientes y en varios modelos animales de otra 
poliglutaminopatía como es  la enfermedad de Huntington (Bisogno et al., 2008; Blázquez et al., 
2011; Dowie et al., 2009; Pazos et al., 2008). 
El estudio de los receptores cannabinoides CB
1
 y CB
2 
en los ratones SCA3 nos ha indicado 
que  el receptor CB
1
 experimenta un incremento en el cerebelo de estos animales en la fase 
avanzada de la enfermedad. Este aumento de expresión se localiza en la corteza cerebelosa,  
específicamente en las formaciones tipo pincel de las células en cesto.  Unos resultados que 
están en consonancia con  los estudios previos realizados en muestras  de pacientes 
afectados de SCA,  en los que también observamos un incremento en la expresión del receptor 
CB
1
 en estos terminales.  Como ya se comentó en la Introducción, el incremento de receptores 
CB
1
 en las formaciones tipo pincel produce una excesiva inhibición de la liberación de GABA en 
la sinapsis entre las interneuronas y las células de Purkinje. La consecuencia de este exceso de 
inhibición sería un exceso de excitación de las células de Purkinje, por parte de las fibras 
paralelas y las fibras trepadoras que llegan a ellas, produciendo la  inhibición de los núcleos 
profundos del cerebelo. Se ha descrito que alteraciones a nivel de los núcleos profundos del 
cerebelo producen síntomas de disfunción cerebelosa (Modianos y Pfaff, 1976; O’Hearn y 
Molliver, 1997; Poirier et al., 1974).  En base a estos datos la sobreexpresión de los receptores 
CB
1
 podríamos interpretarla como una respuesta que podría contribuir a los síntomas de 
disfunción cerebelosa  observados en las fases avanzadas de la enfermedad.  Esta hipótesis 
estaría en consonancia con  datos previos que han demostrado que la  activación de los 
receptores CB
1 
del cerebelo produce  ataxia en algunas especies animales (DeSanty y Dar, 2001; 
Patel y Hillard, 2001). Es posible, por tanto, que el aumento de los receptores CB
1 
que hemos 
observado en el cerebelo de los ratones SCA3 esté relacionado con los problemas en la 
coordinación motora que se dan en las fases avanzadas de estas enfermedades, algo que 
también se ha sugerido en el anterior diseño experimental ya que también se observó un 
aumento de los receptores CB
1
 en los pacientes de varios tipos de SCA.  
Además de alteraciones en el cerebelo, nuestros resultados han mostrado cambios 
profundos en la expresión del receptor CB
1
 en el estriado de los ratones SCA3. En particular, 
nuestros datos han mostrado descensos en los niveles de ARNm para este receptor en el 
estriado a partir de las 32 semanas de edad, una edad en la que, por otro lado, ya mostramos 
previamente la existencia de disfunción en la señalización por calcio (medido por una reducción  
en la proteína calbindina)  y procesos de excitotoxicidad (medidos por un descenso en los 
niveles de los transportadores de glutamato GLAST y GLT1). A las 56 semanas de edad,  el 
descenso en los niveles de ARNm para el receptor CB
1 
se hace más evidente pudiéndose observar 
también una pérdida de expresión para la proteína CB
1,
 asociada a una pérdida de neuronas de 
proyección estriatal (medido por una disminución de los niveles de DARPP32). El hecho de 
encontrar alteraciones, que incluso puedan reflejar muerte neuronal, en el estriado en un 
modelo de SCA3 no es un hecho extraño ya que lasSCA3 está entre las ataxias dominantes que 
no presentan de forma exclusiva daño a nivel del cerebelo, sino también sintomatología 
extrapiramidal, por tanto, posible disfunción/degeneración de los ganglios basales. De hecho, lo 
que vemos en el estriado de los ratones SCA3 recuerda bastante a lo que ocurre en esta 
estructura en otra poliglutaminopatía que afecta de forma preferente a los ganglios basales, 
como la enfermedad de Huntington. También en la enfermedad de Huntington se observan 
descensos en los niveles de CB
1
 en el estriado, tanto en pacientes como en distintos modelos 
    
  
animales de esta enfermedad de Huntington (Fernández-Ruiz et al., 2011). De hecho, en la 
enfermedad de Huntington se ha observado un descenso del receptor CB
1
 desde la fase 
presintomática de la enfermedad, cuando todavía no hay o apenas hay muerte celular (Glass et 
al., 2000). Esto ha llevado a considerar que la pérdida de receptores CB
1
 no sólo es consecuencia 
de la muerte progresiva de las neuronas del estriado, donde este receptor está localizado, sino 
que podría estar implicada en la propia patogénesis de la enfermedad. Se ha postulado que 
puesto que la activación de los receptores CB
1
 produce la inhibición de la liberación de 
glutamato, el  descenso en los niveles de este receptor en la enfermedad favorecería los procesos 
de excitotoxicidad (Fernández-Ruiz et al., 2011). Es posible que algo similar esté ocurriendo en el 
modelo de SCA3. Esto nos lleva a proponer a este receptor cannabinoide como un posible 
biomarcador para la monitorización del comienzo y la progresión de la SCA3., algo que se 
podría hacer incluso en pacientes con técnicas de imagen al existir ligandos fluorados  para 
estudios de PET. 
Sorprendentemente, en el cerebro de los ratones SCA3 no hemos observado  el típico 
aumento de expresión del receptor CB
2 
que vimos en los pacientes con SCAs y que también se ha 
visto en modelos animales de otras enfermedades neurodegenerativas como son la enfermedad 
de Huntington  (Palazuelos et al., 2009; Sagredo et al., 2009), la enfermedad de Parkinson (García 
et al., 2011; Gómez-Gálvez et., 2015) o la esclerosis lateral amiotrófica (Espejo-Porras et al., 
2015; Moreno-Martet et al., 2014; Yiangou et al., 2006), entre otras. Este incremento del receptor 
CB
2
 observado en los procesos neurodegenerativos se ha relacionado  con las células de glía, 
como una respuesta protectora endógena que tiene como finalidad  reducir los efectos tóxicos 
mediados por estas células (Fernández-Ruiz et al., 2007) especialmente la microglía reactiva. Ya 
que en los ratones SCA3 parece evidente que no hay respuesta de activación glial como lo 
demuestran los inmunohistoquímicos para los marcadores gliales GFAP e IBA-1, así como el 
análisis de la expresión de las citoquinas proinflamatorias IL-1β y TNF-α,  es lógico pensar que la 
falta de activación del receptor CB
2
 en estos ratones se debe a este hecho. 
Por otro lado, en el presente trabajo, además de los receptores cannabinoides, también 
se han estudiado las posibles alteraciones de las enzimas del metabolismo de 
endocannabinoides en el encéfalo de los animales SCA3. Nuestros datos no han mostrado 
diferencias en cuanto a las enzimas de síntesis de estos ligandos, pero sí se han 
observadoalteraciones  en la enzima de degradación de endocannabinoides FAAH. Estos 
cambios, a diferencia de los observados para el receptor CB
1, 
se dan ya en las fases tempranas de 
la enfermedad. En particular, nuestros experimentos de inmunohistoquímica muestran un 
aumento de la enzima FAAH en el encéfalo de los ratones SCA3. Estos cambios los hemos 
observado en las células de Purkinje, en todas las edades estudiadas, siendo más evidente en la 
fase temprana de la enfermedad (16 semanas de edad). Estos datos son similares a los obtenidos 
en el estudio del sistema cannabinoide endógeno en el cerebelo de pacientes afectados de SCA, 
en los que también vimos un aumento de expresión de la enzima en las células de Purkinje. Este 
aumento temprano de la enzima FAAH es complementario al aumento de expresión del receptor 
CB
1
 observado en las fases avanzadas de la enfermedad sugiriendo que, quizás, el aumento de la 
enzima es un elemento previo en la patogenia de la enfermedad y el incremento del receptor es 
una respuesta adaptativa para intentar compensar el descenso del tono endocannabinoide a 
nivel de las células de Purkinje. 
  
   
  
Por otro lado, también hemos observado un aumento en la expresión de la enzima FAAH 
en el tronco encefálico de los ratones SCA3, esta vez en las fases temprana e intermedia de la 
enfermedad. Sorprendentemente estas diferencias desaparecen en la fase avanzada, sugiriendo 
la posibilidad de que se active un mecanismo adaptativo por parte de los circuitos neuronales 
implicados. Los cambios en la enzima FAAH, preferentemente en las fases tempranas de la 
enfermedad, apoyan la idea de  la implicación de esta enzima en los mecanismos de 
neurodegeneración que se dan en la enfermedad. En particular, un incremento de la enzima 
FAAH puede producir un descenso de los niveles de endocannabinoides y de sus efectos a nivel 
del receptor CB
1
 limitando el papel neuroprotector de este receptor en los procesos de 
excitotoxicidad que, por otro lado, hemos visto se pueden derivar  en el tronco encefálico de los 
ratones SCA3 de los cambios en el transportador de glutamato GLT-1. 
En el estriado, en cambio, el aumento de los niveles de la enzima FAAH en los animales 
SCA3 comienza en la fase intermedia de la enfermedad. En la fase avanzada, a pesar  de haber 
un menor número de células, las células supervivientes presentan una mayor 
inmunorreactividad para la enzima FAAH. Como ya se ha dicho, un  aumento similar de esta 
enzima en el estriado en fases avanzadas de la enfermedad se ha descrito también en modelos 
animales y en tejido  de pacientes con enfermedad de Huntington (Blázquez et al., 
2011).  
Que se hayan detectado cambios a nivel de las enzimas del metabolismo de 
endocannabinoides implica que los niveles de estos ligandos deberían estar también alterados. 
Esto se investigó gracias a la estancia breve que pude realizar en el labratorio de la Dra. Cecilia 
Hillard, en el medical College of Wisconsin , en EEEUU. En concreto, se analizaron los niveles de 
AEA, OEA y PEA así como la del 2-AG y el 2-OG.  De estos cinco derivados lipídicos, solo dos, la 
AEA y el 2-AG tienen actividad intrínseca dentro del sistema endocannabinoide por su capacidad 
de activar los receptores CB
1 
y CB
2, 
por tanto, las os NAES como el 2-OG, que no tiene esta 
capacidad, sí que pueden indirectamente afectar a la actividad endocannabinoide a través de 
compartir las mismas enzimas que la AEA y el 2-AG, de forma que ejercen un efecto modulador 
denominado en inglés “ ”. Las únicas diferencias que observamos fueron en la 
AEA y en la OEA, solo en el tronco encefálico, y siempre en las fases tempranas e intermedias de 
la enfermedad, pero no en la etapa más avanzada. Estos resultados están en  consonancia con el 
aumento de expresión para la enzima FAAH  observado en esta estructura a esas edades.  
Al igual que ocurría para el receptor CB
1
 y para la enzima FAAH, los cambios en los 
niveles de AEA observados en los ratones SCA3  se han demostrado también en modelos 
animales de la enfermedad de Huntington (Bisogno et al., 2008; Dowie et al., 2009; Lastres-
Becker et al., 2001). La reducción en los niveles de endocannabinoides en esta enfermedad se ha 
relacionado con una actividad baja a nivel de la señalización mediada por el receptor  CB
1 
(Bisogno et al., 2008)
. 
A pesar de que en los ratones SCA3 no hemos observado diferencias en la 
expresión del receptor CB
1
 en esta estructura cerebral, se ha podido pensar que, de la misma 
manera que en la enfermedad de Huntington, la disminución de los niveles de 
endocannabinoides en la fase presintomática puede dar lugar a la pérdida de protección ante los 
eventos de excitotoxicidad que deberían ser limitados por la acción de los receptores CB
1. 
En base 
a eso se podría pensar  que la progresión de la enfermedad en los ratones SCA3 podría limitarse 
a través de elevar los niveles de endocannabinoides con inhibidores de la FAAH. 
    
  
En cuanto a la disminución de los niveles de OEA y a la vista de los efectos 
neuroprotectores atribuidos a este compuesto (Galán-Rodríguez et al., 2009; Gonzalez-Aparicio 
et al., 2014), se podría pensar que podría: (i) los bajos niveles de OEA podrían contribuir a la 
progresión de la enfermedad; y (ii) ya que la OEA también es un sustrato para la enzima FAAH 
(Fowler, 2004), también en este caso el uso de inhibidores de la FAAH podría resultar beneficioso  
en los ratones SCA3 a través de elevar los niveles de esta NAE. 
Es importante destacar que en nuestros estudios no hemos encontramos diferencias en 
los niveles del 2-AG y el  2-OG  en el encéfalo de los animales SCA3. Estos resultados no son 
sorprendentes ya que no es raro que los dos principales endocannabinoides sean regulados de 
diferente manera en ciertas condiciones fisiológicas o patológicas.  Esto se ha visto de nuevo en 
la enfermedad  de Huntington (Lastres-Becker et al., 2001) y podría ocurrir también en el caso de 
la SCA3. 
Por lo tanto, con estos estudios, hemos descrito por primera vez la existencia de 
alteraciones importantes en varios elementos clave del SCE en el encéfalo de ratones SCA3. De 
forma particular,  nuestros datos han mostrado alteraciones evidentes a nivel del metabolismo 
de endocannabinoides a través de la enzima FAAH  también en la señalización 
endocannabinoide mediada por el receptor CB
1
 en las áreas afectadas por la enfermedad.  Con 
respecto a esto último y con idea de profundizar más en el papel de este receptor en la 
patogenia de la SCA3, en la presente tesis doctoral también la formación de heterómeros del 
receptor CB
1
 con otros receptores del mismo sistema (CB
2
) o de otros sistemas de 
neuromodulación (A
2A
) en las estructuras cerebrales que se ven afectadas en la enfermedad.  
 
 
Nuestros datos han demostrado por primera vez la formación de heterómeros  CB
1
-A
2A
en el cerebelo y tronco encefálico de ratones , unos datos que están en consonancia con 
los datos previamente obtenidos en el estriado y el globo pálido de rata  (Carriba et al., 2007). 
Nuestro trabajo demuestra, además, la existencia de alteraciones en estos complejos en la SCA3, 
en concreto, en este trabajo observamos una marcada reducción en la formación de heterómeros  
CB
1
-A
2A
en la fase avanzada de la enfermedad, perdida que se observa en las tres estructuras 
analizadas (cerebelo, núcleo pontino y estriado).  
Aunque es poco lo que se conoce sobre los heterómeros en las enfermedades 
degenerativas existen evidencias de  alteraciones en estos complejos durante el curso de los 
trastornos neurológicos. En este sentido, estudios recientes en monos parkinsonianos han  
descrito que el tratamiento con levodopa  produce un descenso en la formación del 
heterotrímero A
2A
-CB
1
-D
2  
en el núcleo caudado
 
(Bonaventura et al., 2014)
. 
A pesar de que los 
autores no concluyen si la pérdida del complejo  es causa o consecuencia de la disquinesia 
asociada al tratamiento sus datos  evidencian por primera vez  la expresión alterada de 
heterómeros durante el curso de una enfermedad y sugieren que, quizás, fármacos dirigidos a 
estos  complejos pueden tener éxito para normalizar los circuitos de los ganglios basales o para 
prevenir los efectos secundarios inducidos por la levodopa (Bonaventura et al., 2014). Además 
de este trabajo, estudios aún no publicados han mostrado un descenso en la formación del 
complejo CB
1
-A
2A
 en modelos animales y en muestras de pacientes afectados por la 
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enfermedad de Huntington.  En este punto es importante destacar que aunque todavía son datos 
muy preliminares, la pérdida del heterómero CB
1
-A
2A 
también parece darse en las  muestras 
 humanas de pacientes de SCAs.
  
En concreto, los experimentos realizados muestran una 
casi completa expresión de estos heterómeros en el paciente de SCA3 y SCA7 (datos no 
mostrados). Estos datos sugirieren  que quizás los cambios en la formación del heterómero CB
1
-
A
2A
 pueden ser un patrón común de respuesta ante el daño en el SN  en las enfermedades 
neurodegenerativas causadas por la presencia de poliQs.  
Por otro lado, estudios previos han descrito la participación del heterómero CB
1
-A
2A
 en 
los efectos depresores de los cannabinoides sobre la actividad motora (Carriba et al., 2007). 
Estos autores han postulado que la señalización del receptor CB
1
 en el estriado depende 
completamente de la interacción física y funcional con el receptor A
2A 
(Carriba et al., 2007)
. 
Es 
posible, por tanto, que la pérdida del complejo CB
1
-A
2A
 que hemos observado puede estar 
directamente relacionado con los síntomas motores asociados a la patología. Esta hipótesis 
estaría en concordancia además con los datos que demuestran que el doble KO para A
2A 
 y CB
1
  
presenta una actividad espontánea reducida (Berrendero et al., 2003), de forma similar a la que 
se observó en los animales modelo de SCA3 en fase más avanzada de la enfermedad, cuando se 
observa una reducción en la formación de este tipo de complejo heterodimérico. 
Además de los heterómeros CB
1
-A
2A 
se analizó la presencia de heterómeros del receptor 
CB
1 
con el receptor CB
2.  
La formación de estos heterómeros
 
se ha identificado en un modelo 
celular neuronal y en cerebro de rata, en el núcleo acumbens y globo pálido (Callén et al., 2012). 
Nuestros resultados demuestran por primera vez la presencia de heterodímeros CB
1
-CB
2 
en el 
cerebelo y núcleo pontino de ratones sanos. Al igual que ocurría en el caso del complejo CB
1
- A
2A
, 
nuestros resultados muestran una fuerte  caída del heterómero CB
1
-CB
2  
en el cerebro de los 
ratones SCA3. En este caso, la pérdida de heterómeros  CB
1
-CB
2
  se observa desde la fase 
intermedia de la enfermedad en todas las estructuras analizadas (cerebelo, tronco encefálico y 
estriado). Este descenso en la expresión de los heterómeros CB
1
–CB
2 
se ha observado también  en 
la corteza y en el estriado de modelos animales de la enfermedad de Huntington (datos no 
publicados). De esta manera, una vez más, nuestros datos están en la misma línea de los 
observados en esta otra enfermedad neurodegenerativa causada por la presencia de poliQs.  La 
presencia de alteraciones en los niveles de este heterómero en la fase intermedia de la 
enfermedad sugiere su participación en los procesos que llevan a la degeneración neuronal 
pudiendo ser responsables también de los síntomas. Es importante destacar que la pérdida del 
heterómero CB
1
–CB
2 
es un evento previo a la pérdida del heterómero
 
CB
1
-A
2A
, sugiriendo distintos 
mecanismos de respuesta de estos complejos de receptores frente a la situación de daño. 
A modo de conclusión de esta parte en la que se estudió el sistema endocannabinoide en 
un modelo murino de SCA3, se puede decir que se ha descrito por primera vez la existencia de 
alteraciones importantes en varios elementos clave en la señalización cannabinoide  en las 
regiones encefálicas afectadas en esta enfermedad. En concreto, nuestros análisis muestran 
importantes alteraciones a nivel del receptor CB
1
 y de la enzima FAAH así como alteraciones en 
la formación de heterómeros de los receptores CB
1
 con los receptores de adenosina A
2A
, y con los 
receptores CB
2 
en las regiones cerebrales afectadas en la SCA3. Estos hallazgos establecen las 
bases para  el uso de este sistema de comunicación celular  como una potencial diana para el 
tratamiento de estas enfermedades neurodegenerativas.   
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
    
  
Las enfermedades neurodegenerativas son  un conjunto de patologías complejas que 
tienen como características comunes el carácter progresivo de los síntomas y la degeneración de 
poblaciones neuronales específicas en diferentes regiones del sistema nervioso que desemboca 
en incapacidad física y psíquica produciendo en último término la muerte del paciente. En este 
sentido, las SCAs constituyen  grupo heterogéneo de enfermedades neurodegenerativas 
caracterizadas principalmente por la disfunción del cerebelo y de sus conexiones aferentes y 
eferentes pero con la afectación variable de otras áreas como el tronco, la médula espinal, el 
hipotálamo, el tálamo, los ganglios basales, la corteza cerebral, el sistema nervioso periférico o 
la retina. Esta múltiple afectación se traduce en la presencia de características clínicas muy 
variables. Así, los pacientes afectados de SCA, presentan una falta de equilibrio (principalmente 
al caminar), descoordinación de las extremidades superiores, deterioro en el control de 
movimientos voluntarios, pérdida de masa muscular, trastornos oculares, síntomas 
extrapiramidales, además de alteraciones psiquiátricas y cognitivas como depresión y demencia 
(Manto, 2005). Como  ocurre con otras enfermedades neurodegenerativas, la eficacia de los 
tratamientos farmacológicos ensayados en las SCAs  es aún muy limitada no existiendo en la 
actualidad ningún tratamiento que resulte efectivo en el alivio de los síntomas y, en particular, 
que modifique la progresión de la enfermedad. Por este motivo, existe una importante necesidad 
de buscar nuevas terapias dirigidas a frenar o al menos enlentecer, la progresión de la 
enfermedad. Los cannabinoides, a través de la modulación del sistema cannabinoide endógeno,  
podrían servir en el tratamiento de estas enfermedades en base a sus propiedades 
neuroprotectoras capaces de reducir procesos citotóxicos como la excitotoxicidad, el daño 
oxidativo o la inflamación y de regular la supervivencia neuronal. Además, los cannabinoides 
resultarían interesantes en las SCAs por su capacidad de regular la transmisión sináptica de los 
circuitos neuronales implicados en estas enfermedades. 
El objetivo de esta Tesis Doctoral ha sido profundizar en el potencial del sistema 
cannabinoide endógeno como posible diana neuroprotectora en las SCAs, concretamente en 
aquellas causadas por la presencia de proteínas con tracto de poliQs, las formas más prevalentes 
de estas enfermedades.  
Como punto de partida para un posible tratamiento basado en cannabinoides en estas 
enfermedades es necesario identificar el tipo de cambios que el desarrollo de la degeneración 
cerebelosa produce en elementos específicos del sistema de señalización endocannabinoide. 
Conocer los cambios en los principales elementos de este sistema de señalización, como los 
receptores cannabinoides, sus ligandos o las proteínas responsables de regular su 
disponibilidad, es de suma importancia  ya que estos elementos son los objetivos potenciales 
para una acción farmacológica con cannabinoides.  Conocer una posible desregulación de este 
sistema de señalización debería ayudar a un mejor diseño de una potencial terapia para detener 
y/o retrasar la progresión de la degeneración cerebelosa en las SCAs. 
 Por ello, en esta Tesis Doctoral quisimos conocer los cambios que se dan en el sistema 
cannabinoide en este tipo de enfermedades.   
En este sentido, y  pesar de que varios estudios previos ya habían demostrado la 
existencia de alteraciones en varios de elementos del sistema endocannabinoide en muestras de 
tejido  de varias enfermedades neurodegenerativas crónicas como la enfermedad de 
Huntington, la enfermedad de Parkinson, el Alzheimer o la esclerosis lateral amiotrófica, entre 
otras (Fernández-Ruiz et al., 2014), hasta la fecha no se habían realizado estudios similares en 
 
 
   
  
muestras de tejido de afectados por algún tipo de SCA. Por ello, el primero objetivo de esta  
Tesis Doctoral ha sido estudiar, sobre muestras de cerebelo  de pacientes afectados 
por algunos de los tipos de SCA más prevalentes, el estado del sistema endocannabinoide y su 
posible desregulación.  
Nuestros resultados han demostrado la existencia de alteraciones importantes en el 
patrón de expresión de los receptores CB
1
 y CB
2, 
 así como de las enzimas FAAH y MAGL en el 
cerebelo de pacientes afectados de SCA.  Por un lado,  se ha visto un incremento en la expresión 
de estos elementos del sistema cannabinoide endógeno en las células que degeneran en este tipo 
de patologías (las células de Purkinje y las neuronas del núcleo dentado) lo que en principio 
podría indicar la participación del sistema endocannabinoide  en los procesos 
neurodegenerativos que se dan en la enfermedad, bien como una respuesta endógena de las 
células que están degenerando para intentar compensar los procesos de excitotoxicidad y estrés 
oxidativo característicos o bien se puede relacionar con los propios mecanismos patogénicos 
subyacentes a la enfermedad (Fernández-Ruiz et al., 2011). Por otro lado, nuestros datos han 
demostrado también un incremento en la expresión de los receptores cannabinoides CB
1
 y CB
2
 y 
de las enzimas FAAH y MAGL en elementos gliales en el cerebelo de enfermos de SCA, 
principalmente en células de microglía, pero también en astrocitos, lo que podría indicar que el  
sistema endocannabinoide se hiperactiva en las células gliales bajo las condiciones de daño 
celular (Pazos et al., 2005) de forma similar a lo observado previamente en otras enfermedades 
neurodegenerativas y que se ha relacionado con una respuesta protectora endógena de este 
sistema de señalización que está dirigida a aminorar los procesos de citotoxicidad  que subyacen 
al daño neuronal (Fernández-Ruiz et al., 2014).  En base a esto la expresión glial de estos 
elementos del SCE  podría actuar como marcador de inflamación en el SNC en estas 
enfermedades y también servir de posible diana farmacológica para modular esta respuesta glial 
en el sentido de potenciar los efectos beneficiosos de estas células e inhibir la producción de 
mediadores citotóxicos. En este sentido se ha propuesto al receptor CB
2
 como una potencial 
diana farmacológica para el tratamiento de  varias enfermedades neurodegenerativas 
(Fernández-Ruiz et al., 2007, 2008),  la presencia de FAAH en astrocitos y su posible 
participación en los procesos neurodegenerativos en este tipo de enfermedades ha sugerido que 
quizás la inhibición de FAAH podría tener efectos beneficiosos para el tratamiento de estas 
enfermedades (Benito et al., 2003; Karanian et al., 2005). 
En relación a los cambios observados para los receptores cannabinoides es importante 
destacar que aunque ya se ha observado un incremento de estos elementos en otras 
enfermedades neurodegenerativas (Fernández-Ruiz et al., 2014) esta es la primera vez que se ve 
una respuesta al alza en las neuronas que degeneran en la enfermedad, unos datos que son 
especialmente llamativos en el caso del receptor CB
1
. Este receptor en el cerebelo se localiza de 
forma abundante en los terminales que sinaptan con las células de Purkinje de forma que se le 
han atribuido importantes funciones reguladoras sobre la transmisión sináptica de estas células, 
las cuales constituyen la única eferencia de la corteza cerebelosa y por tanto tienen un papel 
fundamental en el correcto procesamiento de las señales que llegan al cerebelo. En nuestros 
estudios el aumento de CB
1
 se ha identificado en los terminales de las células inhibitorias que 
llegan a las células de Purkinje y sorprendentemente también en el cuerpo celular de las células 
de Purkinje, unas células que en condiciones normales carecen de este receptor. Debido a que la 
activación anormal de las células de Purkinje ocasiona síntomas de disfunción cerebelosa 
    
  
(O’Hearn and Molliver, 1997) se podría pensar que el exceso de inhibición, mediado por el 
receptor CB
1,
 en las células de Purkinje  de los casos de SCA estaría relacionado con los 
problemas de coordinación motora descritos en estos pacientes. Estos datos estarían en 
concordancia con datos previos que han demostrado que la activación del receptor CB
1 
en el 
cerebelo produce alteraciones en la coordinación motora (Patel and Hillard, 2001). Esta hipótesis 
apoya la idea de que el sistema endocannabinoide podría ser una posible diana terapéutica para 
el tratamiento sintomático de las SCAs.  En este sentido, y aunque son necesarios más estudios 
que determinen la implicación del receptor CB
1
 en los síntomas motores presentes en las SCAs, 
una primera aproximación sugiere que si la sobreactivación del receptor CB
1
 produce 
incoordinación motora quizás el uso de antagonistas CB
1
 podría ser útil en el tratamiento 
sintomático de estas enfermedades.  
Por otro lado, los resultados obtenidos para el receptor CB
2
 aportan un dato más acerca 
del papel de este receptor cannabinoide a nivel neuronal ya que como se ha comentado 
anteriormente durante mucho tiempo se creyó que este receptor era un receptor eminentemente 
glial, aunque cada vez más trabajos sugieren la presencia de este receptor en algunas 
subpoblaciones neuronales del el cerebelo,  tallo cerebral y en el mesencéfalo  (García et al., 
2015; Lanciego et al., 2011; Van Sickle et al., 2005; Skaper et al., 1996). Es importante destacar 
que esta es la primera vez que se ha descrito la inducción de este receptor en neuronas ante una 
situación de daño en el SNC. 
De modo global en el cerebelo de los pacientes de SCA hay  un aumento en la 
señalización endocannabinoide mediada por los receptores cannabinoides CB
1
 y CB
2,
 junto a una 
presumible reducción en los niveles de endocannabinoides debido a una mayor degradación de 
estos por las enzimas FAAH y MAGL.  Estos dos hechos, que  pueden parecer contrarios, se 
podrían interpretar como un mecanismo  compensatorio  de este sistema para  intentar 
mantener  la  homeostasis, es decir, habría un primer efecto primario (por ejemplo el aumento 
de los receptores CB
1 
y CB
2
), y una respuesta secundaria compensatoria (el incremento en los 
niveles de las enzimas de degradación), que tendría como objetivo reducir la disponibilidad de 
los ligandos endocannabinoides  por parte de los receptores cannabinoides  para recuperar la 
señalización endocannabinoide normal. Aunque también es posible  la explicación contraria 
(efecto primario el aumento de las enzimas que inactivan los endocannabinoides que produciría 
una respuesta compensatoria para intentar reducir la señalización mediada por los receptores 
cannabinoides).  Los tejidos utilizados en nuestro estudio correspondían a 
pacientes en las fases terminales de la enfermedad por lo que no es posible con estos datos 
identificar cuál es el efecto primario y cual la respuesta compensatoria que se da en las SCAs. 
Por este motivo, el segundo objetivo de esta Tesis Doctoral se ha centrado en el estudio de los 
cambios que se pudieran dar en el sistema cannabinoide endógeno durante la progresión de la 
enfermedad. Para ello se utilizó un modelo animal del subtipo más prevalente de SCA, la SCA3, 
en el que se analizó el estado del sistema cannabinoide en tres estadios diferentes de la 
progresión de la enfermedad (una fase sintomática temprana, una fase intermedia y una fase 
avanzada). Nuestros estudios en este modelo de SCA3 han descrito por primera vez la existencia 
de alteraciones importantes en varios elementos clave en la señalización cannabinoide  en las 
regiones encefálicas que se ven afectadas en este subtipo de SCA (cerebelo, tronco encefálico y 
estriado).  La desregulación del sistema encocannabinoide en el encéfalo de los ratones SCA3 se 
 
 
   
  
ha visto principalmente en relación al receptor CB
1
 y a la enzima FAAH y son selectivos en 
función de la estructura cerebral y la edad analizada.  
El estudio del cerebelo de estos animales ha mostrado resultados similares a los 
mostrados previamente con las muestras de pacientes de SCA. En este sentido, en el cerebelo de 
los ratones de SCA3 en la fase más avanzada de la enfermedad se ha observado un incremento  
en los niveles del receptor CB
1  
localizados 
 
de forma
 
específica en los terminales de las células en 
cesto, sin embargo, a diferencia de lo que ocurría en los pacientes de SCA, en este caso no se ha 
identificado el receptor CB
1 
en el cuerpo celular de las neuronas de Purkinje. Estas diferencias se 
podrían explicar porque los ratones SCA3 no presentan una evidente afectación de estas 
neuronas lo que apoyaría la idea de que el aumento de expresión para el receptor CB
1 
en las 
células de Purkinje es un proceso íntimamente relacionado con la degeneración de estas células.  
No obstante, a pesar de no observar la inducción del receptor CB
1
 en las células de Purkinje del 
cerebelo, el incremento de este receptor en los terminales de la interneuronas inhibitorias que 
regulan las sinapsis de las células de Purkinje apoyan la idea de la implicación del receptor en 
los síntomas motores observados en los ratones SCA3 en ese estadio de la enfermedad, desde 
que se ha propuesto que el receptor CB1 en estos terminales    
Respecto a  la enzima FAAH, en las fase más avanzada de la enfermedad los ratones 
transgénicos también presentan  un incremento de expresión de esta enzima en las células de 
Purkinje, en consonancia con lo que se ha visto  en las muestras de tejido de pacientes afectados 
de SCA. Estas alteraciones se han visto en estos animales en la fase avanzada de la enfermedad 
pero parece ser que tienen más importancia en las fases iniciales de la enfermedad, en contraste 
con los cambios observados en el receptor CB
1, 
que son
 
 exclusivos de la fase avanzada de la 
enfermedad, unos datos que sugieren que, quizás, como se ha comentado previamente, el 
aumento de la enzima es un elemento previo en la patogenia de la enfermedad y el incremento 
del receptor es un mecanismo de respuesta para intentar compensar el descenso del tono 
endocannabinoide a nivel de las células de Purkinje. Si bien son necesarios más estudios que 
confirmen esta hipótesis y el papel del receptor CB
1
 en la disfunción cerebelosa característica de 
estos pacientes. 
Respecto a las otras estructuras encefálicas estudiadas en este modelo de la 
enfermedad, se han descrito cambios tempranos en la enzima FAAH en el cerebelo pero 
principalmente en el tronco encefálico, donde parecen estar asociados a procesos de 
excitotoxicidad, apoyando la idea  de  la implicación de esta enzima en los mecanismos de 
neurodegeneración que se dan en la enfermedad en estas estructuras cerebrales, que por otro 
lado se ha descrito son las primeras que degeneran en la enfermedad  (Soong y  Liu, 1998). La 
importancia de estos cambios se ve apoyada por los resultados donde se ha visto que de forma 
paralela al incremento en los niveles de FAAH hay un descenso en los ligandos AEA y OEA en el 
tronco encefálico de los animales modelo de SCA3.  La reducción en los niveles de estas NAEs, se 
podría explicar por un incremento en la expresión de FAAH, lo que daría lugar a la pérdida de 
protección ante los eventos de excitotoxicidad que en condiciones normales deberían ser 
limitados por la acción de los receptores CB
1
. En el caso de la OEA, además, en base a los efectos 
neuroprotectores atribuidos a este compuesto (Galán-Rodríguez et al., 2009; Gonzalez-Aparicio 
et al., 2014), se podría pensar niveles bajos de OEA podrían también contribuir a la progresión 
de la enfermedad. En base a esto los cambios observados en relaciñon a la enzima FAAH en esta 
estructura podrían estar directamente implicados en la patogenia de la enfemedad sugiriendo 
    
  
que, quizás, la elevación de los niveles de endocannabinoides con inhibidores de la FAAH podría 
resultar beneficioso para intentar limitar la progresión de la enfermedad.  
En el estriado, también se han descrito importantes cambios en los niveles de expresión 
del receptor CB
1
 y de la enzima FAAH. Sin embargo, a diferencia de lo que ocurría en el cerebelo 
las respuestas mediadas por ambos elementos del sistema cannabinoide son opuestas en esta 
estructura cerebral. De esta manera, los niveles del receptor CB
1
 se ven notablemente reducidos 
en el estriado de los ratones SCA3 mientras que los de la enzima FAAH  se encuentran elevados 
en esta estructura cerebral ya desde la fase intermedia de la enfermedad, cuando se han 
observado otros signos de neurodegeneración en esta estructura como posibles alteraciones en 
la homeostasis del calcio y del glutamato. Estas observaciones podrían interpretarse por un lado 
como una participación directa de este sistema en los mecanismos neurodegenerativos que 
conducen a la muerte neuronal en esta estructura cerebral pero, también,  con alteraciones 
producidas  como consecuencia de la degeneración asociada.   
Por último, los resultados obtenidos en la presente Tesis Doctoral han demostrado la 
existencia de alteraciones en la formación de los heterómeros CB
1
-A
2A
, y  CB
1
-CB
2 
en las regiones 
cerebrales afectadas en la SCA3.  En particular se ha visto un drástico descenso en la formación 
de ambos complejos en todas las regiones estudiadas en las fases sintomáticas de la 
enfermedad, unos datos que apoyan la idea de la implicación de este sistema, y en particular la 
de los receptores cannabinoides, en los procesos degenerativos que se dan en las fases 
avanzadas de la enfermedad sugiriendo su implicación en los síntomas motores observados. 
Esta hipótesis cobraría más importancia en el caso de los heterómeros  CB
1
- A
2A,,, 
desde que se 
sabe que estos complejos median efectos sobre la actividad motora (Carriba et al., 2007). Si  la 
pérdida del complejo CB
1
-A
2A
 que hemos observado en el encéfalo de los animales SCA3 está  
directamente relacionada con los síntomas motores asociados a la patología, quizás un 
tratamiento dirigido a estos  complejos podría tener éxito para el tratamiento de los síntomas 
característicos de estas enfermedades, como ya se ha postulado para otras alteraciones 
neurológicas en las que se ha observado alteraciones en la formación de complejos 
heteroméricos de los receptores cannabinoides, especialmente el receptor CB
1
 (Bonaventura et 
al., 2014). 
Es importante destacar que en términos generales nuestros resultados muestran muchas 
similitudes con lo descrito previamente para otra enfermedad causada por repetición de 
glutaminas como es la enfermedad de Huntington. Estas semejanzas parecen sugerir un 
mecanismo común de respuesta del sistema de señalización cannabinoide en las enfermedades 
causadas por repetición de poliQs. 
Como conclusión proponemos que, en base a los resultados obtenidos en esta Tesis 
Doctoral, el sistema cannabinoide endógeno se encuentra alterado en el transcurso de la 
enfermedad. Nuestros resultados indican la existencia de varios tipos de respuesta asociadas 
principalmente a la señalización mediada por el receptor CB
1
 así como de la principal enzima de 
degradación de endocannabinoides, la enzima FAAH. Por un lado, los datos obtenidos parecen 
indicar cambios en los niveles de expresión de FAAH en las fases  iniciales de la enfermedad, 
cuando todavía las alteraciones motoras no son muy evidentes. Por otro lado, se ha visto una 
respuesta del sistema endocannabinoide, que involucra a los receptores CB
1
 y la formación de 
heterómeros de este receptor, en las fases sintomáticas de la enfermedad sugiriendo la posible 
 
 
   
  
implicación de este sistema de señalización en los  síntomas de motores asociados a estas 
enfermedades.  
En conclusión, los datos obtenidos en la presente Tesis Doctoral ponen de manifiesto el 
sistema cannabinoide, y las alteraciones que sufren sus componentes, podrían ser una potencial  
diana terapéutica en las SCAs. No obstante, a pesar de que son necesarios más estudios que 
permitan aclarar las causas de estos cambios en el sentido de si el sistema cannabinoide 
participa directamente en los procesos patogénicos de la enfermedad o es una consecuencia de 
los mismos, nuestros datos establecen las bases para un nuevo campo de investigación 
relacionado con el potencial neuroprotector de los cannabinoides y del sistema cannabinoide 
endógeno en estas patologías.  
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
   
  
 
Nuestros estudios en los ratones transgénicos SCA3 confirman una alteración 
significativa en el sistema de señalización endocannabinoide en las estructuras encefálicas más 
importantes afectadas en este tipo de ataxia, lo que sugiere que quizás este sistema de 
señalización proporcione biomarcadores para la identificación de la enfemedad asi como que la 
manipulación farmacológica dirigida a corregir los cambios en la señalización endocannabinoide 
podría ser una opción prometedora en la SCA3, así como en otras SCAs causados por la 
expansión polyQ. 
 
En resumen, las conclusiones de esta tesis son: 
 
1. El sistema de señalización endocannabinoide se altera significativamente en el cerebelo 
de los pacientes afectados por algún tipo de SCA causada por repeticiones 
poliglutaminas. Los cambios observados muestran el mismo tipo de respuesta 
(aumento) en todos los elementos cannabinoides analizados (es decir, los receptores CB
1
 
y CB
2
 y las enzimas FAAH y MAGL). 
 
2. Este aumento en la expresión de los receptores para cannabinoides y de las enzimas de 
degradación de endocannabinoides se puede dividir en dos respuestas específicas: (i) las 
neuronas que degeneran en el cerebelo de los pacientes de SCA, (ii)  en células gliales del 
cerebelo de los pacientes SCA. 
 
3. El sistema endocannabinoide se ve alterado durante la progresión de la SCA3 en los 
ratones transgénicos CMVMJD135. Los cambios observados aparecen en las -
aciletanolaminas AEA y OEA, y sobre todo, en el receptor CB
1
 y la enzima FAAH, unos 
cambios que se presentan de forma diferencial dependiendo de la estructura del cerebro 
y la etapa de la enfermedad analizada. 
 
4. Los cambios tempranos observados en el sistema endocannabinoide en el cerebro de los 
ratones SCA3 aparecen en la enzima FAAH en cerebelo, tronco cerebral y a nivel de las 
etapas tempranas de la enfermedad. En el tronco cerebral, el incremento de la enzima 
FAAH se acopla a una disminución en las -aciletanolaminas AEA y OEA. 
 
5. Los cambios tardíos observados en el sistema endocannabinoide en el cerebro de los 
ratones SCA3 afectan al receptor CB
1
, el cual aparece incrementado en el cerebelo. En el 
estriado,  en las etapas avanzadas de la enfermedad, se observa por el contrario un 
descenso de inmunorreactividad para el receptor CB
1.
 En esta estructura (el estriado) y a 
esta edad se observa en cambio un aumento en los niveles de la enzima FAAH.  
 
6. Los receptores cannabinoides CB
1
 forman heterómeros CB
1
-CB
2
 y CB
1
-A
2A
 en el cerebro de 
los ratones  
 
7. La formación de heterómeros CB
1
- CB
2
 y CB
1
-A
2A 
disminuyen de manera drástica en el 
cerebro de ratones SCA3 en las etapas avanzadas de la enfermedad. 
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BACKGROUND AND PURPOSE
Spinocerebellar ataxias (SCAs) are a family of chronic progressive neurodegenerative diseases, clinically and genetically
heterogeneous, characterized by loss of balance and motor coordination due to degeneration of the cerebellum and its
afferent and efferent connections. Unlike other motor disorders, the possible role of changes in the endocannabinoid system
in the pathogenesis of SCAs has not been investigated.
EXPERIMENTAL APPROACH
The status of cannabinoid receptor type 1 (CB1) and cannabinoid receptor type 2 (CB2) receptors in the post-mortem
cerebellum of SCA patients and controls was investigated using immunohistochemical procedures.
KEY RESULTS
Immunoreactivity for the CB1 receptor, and also for the CB2 receptor, was found in the granular layer, Purkinje cells, neurons
of the dentate nucleus and areas of white matter in the cerebellum of SCA patients at levels notably higher than controls.
Double-labelling procedures demonstrated co-localization of CB1 and, in particular, CB2 receptors with calbindin, supporting
the presence of these receptors in Purkinje neurons. Both receptors also co-localized with Iba-1 and glial fibrillary acidic
protein in the granular layer and white matter areas, indicating that they are present in microglia and astrocytes respectively.
CONCLUSIONS AND IMPLICATIONS
Our results demonstrate that CB1 and CB2 receptor levels are significantly altered in the cerebellum of SCA patients. Their
identification in Purkinje neurons, which are the main cells affected in SCAs, as well as the changes they experienced, suggest
that alterations in endocannabinoid receptors may be related to the pathogenesis of SCAs. Therefore, the endocannabinoid
system could provide potential therapeutic targets for the treatment of SCAs and its progression.
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Purkinje neurons.  Conclusions: Degradative endocannabi-
noid enzymes are significantly increased in the cerebellum 
of SCA patients, which would presumably lead to reduced 
endocannabinoid levels. The identification of these enzymes 
in Purkinje neurons suggests a relationship with the patho-
genesis of SCAs and suggests that the endocannabinoid sys-
tem could provide potential therapeutic targets for the 
treatment of disease progression in SCAs. 
 © 2014 S. Karger AG, Basel 
 Introduction 
 Autosomal dominant spinocerebellar ataxias (SCAs) 
are a group of inherited neurodegenerative disorders, in 
which the most prevalent cases belong to the family of 
polyglutaminopathies, that also include Huntington’s 
disease and that are primarily caused by excessive CAG 
repeats leading to expansion of a polyglutamine tract in 
different recipient proteins (i.e. huntingtin in Hunting-
ton’s disease, frequently ataxins but also other proteins in 
SCAs)  [1] . Despite its ubiquitous distribution, the mutant 
protein frequently affects only specific structures within 
the central nervous system in these disorders, the cerebel-
 Key Words 
 Cannabinoids · Endocannabinoid signalling system · Fatty
acid amide hydrolase · Monoacyl glycerol lipase · 
Cerebellum · Purkinje neurons · Spinocerebellar ataxias  
 Abstract 
 Objectives: Spinocerebellar ataxias (SCAs) are characterized 
by a loss of balance and motor coordination due to degen-
eration of the cerebellum and its afferent and efferent con-
nections. We recently found important changes in cannabi-
noid CB 1 and CB 2 receptors in the post-mortem cerebellum 
of patients affected by different SCAs.  Methods: We wanted 
to further explore this issue by analysing the two major en-
docannabinoid-hydrolysing enzymes, fatty acid amide hy-
drolase (FAAH) and monoacyl glycerol lipase (MAGL), in the 
post-mortem cerebellum of SCA patients and control sub-
jects.  Results: Immunoreactivity for the FAAH and MAGL en-
zymes was found in the granular layer, in Purkinje cells, in 
neurons of the dentate nucleus and in areas of white matter 
in the cerebellum of patients at levels frequently notably 
higher than those in control subjects. Using double-labelling 
procedures, we found co-localization of FAAH and MAGL 
with calbindin, supporting the presence of these enzymes in 
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